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La clorosis férrica es uno de los estreses abióticos más importantes 
para las plantas, y como tal, resulta un problema agrícola muy extendido 
especialmente para aquellos cultivos que se desarrollan en terrenos calizos, 
como es el caso de los cítricos en la Comunidad Valenciana. 
El objetivo de este trabajo fue caracterizar el sistema de absorción de 
hierro en los cítricos y su respuesta ante distinta situaciones clorosantes que 
comprometen la disponibilidad del elemento, provocando la deficiencia de 
Fe en la planta. Los componentes del sistema de absorción del Fe -
acidificación del medio, reducción del Fe(III), transporte a través de la 
membrana y alteración de la síntesis de ácidos orgánicos-, se analizaron a 
nivel fisiológico, bioquímico y molecular, en condiciones de ausencia de Fe 
externo, presencia de bicarbonato (HCO3
-) y de otros micronutrientes como 
zinc (Zn) y manganeso (Mn). 
 Para la consecución de estos objetivos se utilizaron diversos 
genotipos de cítricos con diferente tolerancia a la clorosis férrica y se 
simularon diferentes condiciones clorosantes en el m dio de cultivo, ya 
fuera eliminando el Fe o adicionando iones HCO3
-, Zn2+ o Mn2+. En los 
distintos experimentos se evaluó, según cada caso, el crecimiento vegetativo 
de las plantas, el contenido de Fe total en los distinto  órganos y en el 
apoplasto de la raíz, así como el estado del aparato fotosintético de las hojas 
tras la inducción de la clorosis. Así mismo, se determinó la capacidad de 
reducción y acidificación de las raíces, mediante el análisis de las 
actividades de los principales enzimas involucrados, c mo son la Quelato 
Férrico Reductasa (FC-R), la Protón-ATPasa (H+-ATPasa), la Fosfoenol 
Piruvato Carboxilasa (PEPCasa) y otros enzimas que intervienen en la 
biosíntesis de ácidos orgánicos, como la malato deshi rogenasa (MDH), la 
piruvato kinasa (PK), el enzima málico (ME), la citrato sintasa (CS), la 
aconitasa (ACO) y la fumarasa (FUM). Adicionalmente, s  identificaron en 
el genoma de los cítricos las secuencias homólogas a los genes FRO1, 
FRO2, HA1, HA2, IRT1 e IRT2 de Arabidopsis thaliana, que codifican 
para los enzimas FC-R y H+-ATPasa y para los principales transportadores 
de hierro. También se homologaron las secuencias de PEPC1, cMDH, ME, 
CS, ACO, FUM, mMDH y DTC que codifican para los correspondientes 
enzimas del ciclo de Krebs y para el transportador e ácidos di-
tricarboxílicos mitodondrial. En todos los casos, se diseñaron los 
oligonucleóticos correspondientes que permitieron analizar su expresión 
génica utilizando RT-PCR. Finalmente, se determinó la tasa de absorción de 
hierro por la raíz y su transporte en la planta mediante la técnica de dilución 
isotópica. 
 Los resultados del trabajo mostraron que la deficiencia de Fe 
aumenta la expresión de los genes FRO2 y HA1 que codifican para los 
enzimas FC-R y H+-ATPasa, así como la del gen del transportador férrico 
IRT1. Este hecho se confirmó con la inducción de las correspondientes 
actividades enzimáticas, así como con el aumento de la absorción de 57Fe. 
El genotipo tolerante, mandarino Cleopatra, presenta mayor actividad FC-R 
que el sensible, citrange Carrizo, y mayor capacidad de acumulación de Fe 
en el apoplasto de la raíz. En condiciones de clorosis férrica, las raíces de 
los cítricos acumulan ácidos orgánicos como consecuencia de la activación 
de algunas enzimas del ciclo de Krebs, como PEPCasa, MDH, CS y FUM; 
así como la del transportador de ácidos DTC. Los ácidos mayoritarios son 
citrato y malato, que una vez sintetizados en las raíces son liberados al 
xilema (para favorecer el transporte de Fe a larga distancia) o al exterior 
(para acidificar la rizosfera). La presencia de bicarbonato en el medio induce 
la clorosis férrica, con la consiguiente alteración del aparato fotosintético de 
las hojas y la reducción del crecimiento de la planta, especialmente acusado 
en las raíces. El ión HCO3
- inhibe la absorción del hierro por las raíces, lo 
que se traduce en una reducción de la concentración de Fe en los órganos de 
la planta. Este efecto parece ser debido al bloqueo de la acidificación del 
medio causado por el poder tampón del HCO3
-. Como resultado de la 
disminución de la absorción de Fe por efecto del bicar onato, se produce 
una disminución de la concentración de Fe en las raíces, que a su vez, 
induce las respuestas a la deficiencia de este elemento. Además, el 
bicarbonato dificulta el transporte del Fe desde las raíces a la parte aérea y 
también bloquea la movilización del Fe desde los cotiledones a la radícula 
en plántulas a las que no se les suministró Fe externo. La presencia de 
concentraciones relativamente elevadas de Zn2+ o Mn2+ en el medio reduce 
la absorción del Fe. Esto parece ser debido a un efecto competitivo en el 
transporte a través de la membrana plasmática, ya que las respuestas a la 
deficiencia de hierro se activan al disminuir la entrada de Fe en las células 
radiculares. 
De acuerdo con la información obtenida se concluye qu  la 
capacidad de absorción de hierro en cítricos aumenta en ausencia de Fe en el 
medio, debido a la activación de los componentes del istema de absorción 
de este elemento. Además, se aprecia que todas las respuestas a la 
deficiencia de Fe de las raíces están metabólicamente inter-correlacionadas 
unas con otras y colaboran en la absorción de este elemento por la planta, 
solubilizando el Fe mediante la acidificación de la rizosfera, reduciendo el 
ion Fe3+ a Fe2+ absorbible por la planta, y activando los transportadores de 
hierro de la membrana plasmática de la raíz. El nivel de tolerancia de los 
cítricos a la clorosis férrica está determinado por el grado de respuesta de 
los componentes del sistema de absorción de Fe ante una situación 
clorosante, donde el papel de la enzima FC-R es especialmente importante. 
RESUM 
La clorosi fèrrica és un dels estressos abiòtics mé i portants de les 
plantes i, en consequència, resulta un problema agrícola molt estés 
especialment en conreus desenvolupats en terrenys calcaris, com és el cas de 
la citricultura valenciana. 
L’objectiu d’este treball va ser caracteritzar el sistema d’absorció de 
ferro en els cítrics així com la seua resposta davant de diferents situacions 
clorosants que comprometen la disponibilitat de l’element, i provoquen la 
seua deficiència de Fe en la planta. Els integrants del istema d’absorció del 
Fe  -l’acidificació del medi,  la reducció del Fe(III), el transport a través de 
la membrana i l’alteració de la síntesi dels àcids orgànics-, s’han analitzat en 
els ordres fisiològic, bioquímic i molecular, així com en condicions 
d’absència de Fe extern, en presència de bicarbonat (HCO3
-) i en presència 
d’altres micronutrients com el zinc (Zn) i el mangaés (Mn). 
 
Per a la consecució d’estos objectius es van utilitzar diversos 
genotips de cítrics amb diferent tolerància a la clorosi fèrrica i es van 
simular diferents condicions clorosants en el medi de cultiu, ja fora 
eliminant el Fe o addicionant ions HCO3
-, Zn2+ o Mn2+. En els distints 
experiments es va avaluar, en cada cas, el creixement vegetatiu de les 
plantes, el contingut de Fe total en els distints òrgans i en l’apoplast de 
l’arrel, així com l’estat del sistema fotosintètic de les fulles després de la 
inducció de la clorosi férrica. Així mateix, es va determinar la capacitat de 
la reducció i de l’acidificació de les arrels, mitjançant l’anàlisi de les 
activitats dels principals enzims involucrats, com són la Quelat-Reductasa 
Fèrrica (FC-R), la Protó-ATPasa (H+-ATPasa), la Fosfoenol- piruvat 
Carboxilasa (PEPCasa) i altres enzims que intervenen  la biosíntesi dels 
àcids orgànics, com la malato-deshidrogenasa (MDH), la piruvat  kinasa 
(PK); l’enzim màlic (ME), la citrato-sintasa (CS), l’aconitasa (ACO) i la 
fumarasa (FUM). Addicionalment, es van identificar en el genoma dels 
cítrics, les seqüències homòlogues als gens FRO1, FRO2, HA1, HA2, IRT1 
i IRT2 d’Arabidopsis thaliana, que codifiquen per als enzims FC-R i H+-
ATPasa i per als principals transportadors de ferro. També es van 
homologar les seqüències de PEPC1, cMDH, ME, CS, ACO, FUM, mMDH 
i DTC que codifiquen per als corresponents enzims del cicle de Krebs i per 
al transportador dels àcids ditricarboxilis mitodonrial. En tots els casos, es 
van dissenyar els oligonucleótics corresponents que van permetre analitzar 
la seua expressió gènica utilitzant el RT-PCR. Finalment, es va determinar 
la taxa d’absorció de ferro per l’arrel i el seu transport en la planta 
mitjançant la dilució isotòpica. 
Els resultats del treball van mostrar que la deficièn a de Fe 
augmenta l’expressió dels gens FRO2 i HA1 que codifiquen els enzims FC-
R i H+-ATPasa i del gen transportador fèrric IRT1. Este fet es va confirmar 
amb la inducció de les corresponents activitats enzimàtiques i amb 
l’augment de l’absorció de 57Fe. El genotip tolerant, mandarí Cleòpatra, 
presenta major activitat FC-R que el sensible, Citrange Carrizo, i més 
capacitat d’acumulació de Fe en l’apoplast de l’arrel. En condicions de 
clorosi fèrrica, els arrels dels cítrics acumulen els àcids orgànic com a 
consequènciai de l’activació d’alguns enzims del cic e de Krebs, com el 
PEPCasa, el MDH, el CS i el FUM i també el transportador dels àcids DTC. 
Els àcids majoritaris són el citrat i el malato, que, sintetitzats en els arrels 
són alliberats al xilema (per tal d’afavorir el transport de Fe a llarga 
distància) o a l’exterior (per a acidificar la rizosfera). La presència de 
bicarbonat en el medi indueix la clorosi fèrrica, amb la consegüent alteració 
de l’aparell fotosintètic de les fulles i la reducció del creixement de la 
planta, especialment acusat en els arrels. L’ió HCO3
- inhibeix l’absorció de 
ferro per els arrels, la qual cosa es tradueïx en la reducció de la concentració 
de Fe en els òrgans de la planta. Este efecte sembla originat pel bloqueig de 
l’acidificació del medi com a conseqüència de l’efecte tampó del HCO3
-. 
Com a resultat de la disminució de l’absorció de Fe per efecte del 
bicarbonat, es produeïx una disminució de la concentració de Fe en els 
arrels, i açò indueïx les respostes a la deficiència d’este element. A més a 
més, el bicarbonat dificulta el transport del Fe des ls arrels fins a la part 
aèria i també bloqueja la mobilització del Fe des dls cotiledons fins a 
l’arrel en plàntules a les quals no se’ls va subministrar Fe extern. La 
presència de concentracions relativament elevades de Zn2+ o Mn2+ en el 
medi redueïx l’absorció del Fe. Açò sembla causat per un efecte competitiu 
en el transport a través de la membrana plàsmica, ja que les respostes a la 
deficiència de ferro s’activen al disminuir la seua entrada en les cèllules 
radiculars. 
D’acord amb la informació obtinguda, concluïm que la capacitat 
d’absorció de ferro en cítrics augmenta en absència de Fe en el medi, a 
causa de l’activació dels components del sistema d’absorció d’este element. 
A més a més, s’aprecia que totes les respostes a la deficiència de Fe dels 
arrels estan metabòlicament relacionades les unes amb les altres i collaboren 
en l’absorció d’este element per la planta mitjançant l  solubilització del Fe 
amb l’acidificació de la rizosfera, la reducció del ió Fe3+ a Fe2+ (més 
absorbible per la planta), i l’activació dels transportadors de ferro de la 
membrana plàsmica del a rrel. El nivell de tolerància dels cítrics a la clorosi 
fèrrica està determinat pel grau de resposta dels components del sistema 
d’absorció de Fe davant d’una situació clorosant,  on el paper de l’enzim 
FC-R és especialment important. 
ABSTRACT  
Iron chlorosis is one of the main abiotic stress factors in plants, and 
as such, is a widespread agricultural problem especially affecting those 
crops grown on calcareous soils, as in the case of citrus in the Valencia 
region. 
The aim of this study was to characterize the iron uptake system in 
citrus plants and their response to different chlorotic situations that 
compromise availability of the element, causing Fe deficiency in the plant. 
The components of the Fe-absorption system -acidifiat on of the medium, 
reduction of Fe(III), iron transport through the mebrane and alteration of 
the organic acids synthesis- were analyzed at the physiological, biochemical 
and molecular level, in conditions of absence of external Fe, presence of 
bicarbonate (HCO3
-) and other micronutrients such as zinc (Zn) and 
manganese (Mn). 
To achieve these objectives, experiments were carried on various 
citrus genotypes with a different tolerance to iron chlorosis and inducing 
various chlorotic mediums, either by removing Fe or adding HCO3
-, Zn2+ or 
Mn2+ ions. Depending on each experiment, we assessed the vegetative 
growth of the plants, total Fe content in various organs and in root apoplast 
and the state of the photosynthetic system of the leaves after induction of 
iron chlorosis. Likewise, we determined the ability of reduction and 
acidification of the roots, by analyzing the activity of the main enzymes 
involved, such as the Ferric-Chelate Reductase (FC-R), the Proton-ATPase 
(H+-ATPase), the phosphoenol pyruvate carboxylase (PEPCase) and other 
enzymes that participate in the biosynthesis of organic acids, such as malate 
dehydrogenase (MDH), pyruvate kinase (PK), malic enzyme (ME), citrate 
synthase (CS), aconitase (ACO) and fumarase (FUM). Additionally, we 
identified in the citrus genome, sequences homologous t  genes FRO1, 
FRO2, HA1, HA2, IRT1 and IRT2 of Arabidopsis thaliana, which encode 
enzymes FC-R and H+-ATPase and the major iron transporters. Also, we 
homologated the sequences of PEPC1, cMDH, ME, CS, ACO, FUM, 
mMDH and DTC coding for the corresponding enzymes of the Krebs cycle 
and the mitochondrial dicarboxylate-tricarboxylate cids transporter. In all 
cases, we designed the sequences of oligonucleotides for analysing gene 
expression by RT-PCR. Finally, we determined the rat of iron uptake by 
the root and its transport in the plant by isotope dilution technique. 
The expression analysis of genes showed that Fe-deficiency 
increases FRO2, HA1 and IRT1 transcripts abundance e oding for FC-R 
and H+-ATPase enzymes and the iron transporter. This was confirmed with 
the induction of the corresponding enzymatic activities and the increased 
57Fe uptake. The iron chlorosis-tolerant genotype, Cleopatra mandarin, 
presented greater FC-R activity than the sensitive on , Carrizo citrange, as 
well as an increased capacity for accumulating Fe in its root apoplast. Citrus 
roots accumulated organic acids under iron chlorosis conditions by 
stimulating the activity of some enzymes of the Krebs cycle, such as 
PEPCase, MDH, CS and FUM and the di-tricarboxylate acids carrier DTC. 
Major acids accumulated are citrate and malate, which once synthesized in 
the roots are released to the xylem sap (to promote the long-distance 
transport of Fe) or to the exterior (to acidify the rhizosphere). The presence 
of bicarbonate in the medium induced iron chlorosis, causing the alteration 
of the photosynthetic system in the leaves and the reduction of plant growth, 
particularly pronounced in the roots. HCO3
- ion inhibits iron absorption by 
the roots, which results in a decrease in Fe concentration in the organs of the 
plant. This effect appears to be due to blockage of medium acidification 
caused by HCO3
- buffering power. Consequently with the decreased 
absorption of Fe by the bicarbonate effect, there is a reduction of Fe 
concentration in the roots, which in turn induces the responses to the 
deficiency of this element. In addition, bicarbonate hinders Fe transport 
from the roots to the shoots and also blocks the mobilization of Fe from the 
cotyledons to the roots of seedlings grown without ex ernal Fe. The 
presence of relatively high concentrations of Zn2+ or Mn2+ in the medium 
reduces Fe absorption. This seems to be due to a competition effect at the 
transport level across the plasma membrane, since responses to iron 
deficiency are activated when the entry of Fe in the root cells is reduced. 
Overall results indicate that citrus ability for iron absorption 
increases in the absence of Fe in the medium, due to the activation of the 
element acquisition system components. In addition, all responses to Fe 
deficiency in roots are metabolically inter-correlat d with each other and are 
involved in the absorption of this element by the plant, solubilising Fe by 
rhizosphere acidification, reducing the ion Fe3+ to Fe2+ available to plants 
and activating iron transporters from the root plasm  membrane. The level 
of citrus tolerance to iron chlorosis is determined by the level of response of 
the components of the Fe acquisition system in a chlorotic situation, being 
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1.1 LA CLOROSIS FÉRRICA  
 
La deficiencia de hierro o clorosis férrica es una de las alteraciones 
nutricionales más importantes que afecta a la mayor parte de los cultivos, 
tanto hortícolas como frutales, algunos de ellos de gran interés económico, 
limitando su rendimiento y causando grandes pérdidas económicas. Esta 
fisiopatía está asociada generalmente con suelos calizos, que ocupan 
aproximadamente el 30% de la superficie terrestre (Chen y Barak, 1982) y, 
afecta especialmente a la mayor parte de plantaciones de frutales que se 
desarrollan en la cuenca mediterránea, donde son habituales este tipo de 
suelos (Jaegger et al., 2000). En Europa, el mayor impacto de la deficiencia 
de hierro se da en España, donde se estima que unas 284.381 ha destinadas a 
cultivo de cítricos, melocotoneros, tomate y frutales sufren este problema 
(M.A.P.A. 2007). 
La forma más efectiva de evitar la clorosis férrica es mediante el uso 
de patrones tolerantes. En el caso de los cítricos, se han observado grandes 
diferencias entre distintas especies en cuanto a su comportamiento en 
medios clorosantes y, por ello, algunos de ellos se utilizan como patrones 
tolerantes a la deficiencia de hierro (Cooper et al., 1962; Forner y Alcaide, 
1994). Así, el naranjo amargo es conocido por su buena resistencia a la 
caliza y condiciones adversas del suelo, sin embargo su sensibilidad a la 
“tristeza” ha obligado a descartarlo en las plantaciones de la Comunidad 
Valenciana. También son patrones resistentes el mandarino Cleopatra y el 
Citrus macrophylla, mientras que los citranges Troyer y Carrizo son 
moderadamente tolerantes a esta fisiopatía (Castle et al., 2009). Las 
condiciones alcalinas de la mayoría de suelos de lacuenca mediterránea han 
impedido la difusión de algunos patrones sensibles como el Poncirus 
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trifoliata o el Citrumelo 4475. No obstante, la disponibilidad ctual de 
patrones resistentes es todavía muy limitada. 
Por ello, la técnica comúnmente utilizada para combatir la clorosis 
férrica, es la corrección y/o prevención de esta deficiencia mediante la 
aplicación al suelo de quelatos férricos de síntesis. Los fertilizantes a base 
de quelatos de hierro sintéticos que se pueden encontrar en el mercado 
español constituyen un grupo muy numeroso de marcas comerciales, que ha 
aumentado paulatinamente durante los últimos veinte años. Por ejemplo, en 
el año 2007 el mercado ofrecía tres veces más marcas de este tipo de 
productos que en el año 1990 (De Liñán, 1990, 2007). Como principio 
activo, la mayoría de estos compuestos están basados en las moléculas Fe-
EDDHA (etilendiamino-di-o-hidroxifenilacetato ferrato(III)) y 
FeEDDHMA (etilendiamino-di-(o-hidroxi-p-metilfenilacetato ferrato(III))), 
que son las más eficaces en condiciones alcalinas, ya que es máxima su 
estabilidad frente al pH en el rango de 7-9 (Norvell, 1991) y mínima su 
reactividad con los componentes del suelo (Álvarez-F rnández et al., 2002). 
No obstante, el elevado precio de estos fertilizantes químicos hace que su 
aplicación esté restringida solamente a cultivos de gran rentabilidad, como 
es el caso de los frutales y cítricos. En este momento, España es el mayor 
consumidor europeo de estos fertilizantes, estimándose su consumo anual en 
unas 3.000 tm. El gasto en tratamientos correctores de carencia de Fe puede 
suponer hasta el 50% del coste anual de fertilizantes de una explotación 
agrícola (Sanz et al., 1992). En concreto, en España en el año 2004, este 
coste fue estimado en 26 millones de euros (Syngenta Crop Protection, 
2005). 
Para comprender y mejorar el control de esta carencia  los cítricos, 
es fundamental identificar los componentes involucrados en la absorción del 
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hierro, profundizar en los mecanismos bioquímicos y genéticos que se 
activan, así como en la regulación de las señales implicadas en la 
homeostasis del Fe.  
 
1.2 LOCALIZACIÓN Y FUNCIÓN DEL Fe EN LA PLANTA 
 
El hierro  es un micronutriente esencial para las plantas, ya que su 
facilidad para cambiar de estado de oxidación hace que esté implicado en un 
gran número de procesos bioquímicos y que sea cofactor de numerosos 

























Figura 1. Funciones del Fe en la planta (Álvarez-Fernández, 2000). 
 
1.2.1 Fotosíntesis 
El hierro juega un papel muy importante en la fotosíntesis, ya que 
participa en varios de los pasos de la ruta biosintética de la clorofila, y 
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regula la actividad del sistema enzimático para la formación de la 
protoclorofila y de otros pigmentos fotosintéticos (Miller et al., 1984; 
Marschner, 1995).  
La biosíntesis de las clorofilas es un proceso complejo, en el que en 
la primera fase el aminoácido ácido glutámico es convertido en ácido g-
aminolevulínico (Figura 2). A partir de ahí, se necesitan varias fases 
metabólicas para la formación de los cuatro anillos que forman los 
tetrapirroles. Algunos enzimas de los cloroplastos pueden insertar Mg2+ en 
el centro del tetrapirrol, dando como resultado final la clorofila, o bien Fe2+, 
para sintetizar grupos hemo. La protoporfirina IX también puede ser 
exportada del cloroplasto hacia la mitocondria, donde es utilizada para 
producir citocromos o utilizarse como sustrato para l  síntesis del fitocromo 
(Hans-Walter, 1997; Beale, 1999; Kannangara y Gough, 1978).  
De esta manera, la deficiencia de Fe provoca una reducción de los 
productos de los tetrapirroles involucrados en la sínte is de pigmentos 
fotosintéticos, sobre todo de clorofilas y, por eso, los pigmentos amarillos 
(xantofilas y carotenos) predominan en las plantas deficientes en Fe, y son 




















Figura 2. Implicación del hierro en la ruta biosintética de la clorofila. 
 
Los pigmentos fotosintéticos se localizan en las membranas 
tilacoidales de los cloroplastos asociados con proteínas, con las que forma 
complejos que tienen como función la intercepción y canalización de la 
energía luminosa a energía química durante el proceso d  la fotosíntesis 
(Seibert, 1993). Los fotones absorbidos en exceso son disipados 
eficientemente mediante procesos no fotoquímicos (emisión de calor y 
fluorescencia). Así, en condiciones de estrés férrico, la tasa de fotosíntesis 
disminuye, a la vez que la disipación en forma de calor y la fluorescencia 
aumentan. La relación inversa entre la emisión de fluorescencia de la 
clorofila a y los procesos fotoquímicos, permite utilizar a la primera como 
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indicador de la eficiencia fotosintética de una planta (Morales, 1991; 
Belkhodja, 1998). 
Además, el Fe también es responsable de la morfología, estructura y 
mantenimiento de los cloroplastos, aunque no parece que afecte al número 
de éstos por unidad de hoja (Terry y Abadía, 1986; Abadía, 1992; 
Marschner, 1995). La deficiencia de hierro provoca un drástica reducción 
del número de ribosomas, con lo cual disminuye la sínte is de proteínas, con 
el consiguiente aumento de la concentración de aminoác dos en las hojas 
cloróticas. Esta reducción afecta en mayor medida a l s proteínas de los 
cloroplastos que a las citoplásmicas. Funkhouser y Price (1974) observaron 
que el contenido de proteínas totales en hojas cloróticas de maíz resultó un 
25% inferior al de las hojas testigo, mientras que las proteínas 
cloroplastidiales disminuyeron en un 82%, sobre todo como consecuencia 
de la reducción de las proteínas estructurales de los grana. 
La reducción en la capacidad fotosintética en condiciones de 
deficiencia de Fe, se traduce en una disminución de los niveles de azúcares 
y almidón. En conjunto, se produce una amplia alterción del metabolismo 
que da como resultado el mal funcionamiento fisiológico de la planta 
(Abadía, 1992; Terry y Abadía, 1986; Terry y Zayed, 1995). 
 
1.2.2 Sistemas enzimáticos 
 El hierro se presenta en los vegetales formando parte de un buen 
número de sistemas enzimáticos importantes para el metabolismo de las 
plantas, que se pueden dividir en complejos hémicos (o hemoproteínas) y 
no-hémicos, dependiendo de si el ion Fe en la proteína stá unido a un anillo 
de porfirina o no, respectivamente. Dentro del prime  grupo tenemos:  
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- Citocromo: complejo responsable del transporte de energía en los 
sistemas redox de los cloroplastos, las mitocondrias y l  cadena redox de la 
nitrato reductasa (Clarkson y Hanson, 1980; Marschner, 1995). 
- Leghemoglobina: enzima implicada en el proceso de fijación del 
nitrógeno en leguminosas (Marschner, 1995).  
- Catalasa: enzima que interviene en la fotorespiración y en el ciclo 
de Calvin. Facilita la dismutación de H2O2 en H2O y O2 en los cloroplastos 
(Bar-Akiva et al., 1978; Römheld y Marschner, 1991).  
- Peroxidasa: enzima que favorece la eliminación de H2O2 en los 
cloroplastos, e interviene en la polimerización de fenoles para la biosíntesis 
de lignina en la rizodermis y endodermis de las raíces (Marschner, 1995). 
- Fitocromo: molécula fotosensible esencial para la fotomorfogénesis 
o desarrollo de la planta (Hans-Walter, 1997; Kannangara y Gough, 1978). 
 
Los sistemas enzimáticos no-hémicos se caracterizan porque el Fe 
está coordinado con un grupo tiol de cisteína o con S i orgánico formando 
enlaces Fe-S o con ambos (Römheld y Marschner, 1991). Dentro de este 
grupo tenemos: 
- Ferredoxina: proteína férrica que actúa como aceptor final de 
electrones en un gran número de procesos metabólicos como son la 
fotosíntesis y la reducción del nitrato y sulfato (Mengel y Kirkby 2001; 
Marschner, 1995). Su alto potencial redox le permite reducir sustancias 
como NADP+, nitrato, oxígeno y sulfato.  
- Aconitasa: enzima que cataliza la isomerización de citrato a 
isocitrato en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (Hsu y Miller, 1968; 
Beinert y Kennedy, 1989; Marschner, 1995). 
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- Riboflavina: molécula necesaria para el crecimiento de las raíces ya 
que reduce la cantidad de auxina (inhibidor del crecimiento de la raíz). La 
cantidad de riboflavina en  plantas deficientes de Fe es unas 200 veces más 
elevada que en plantas que crecen en medios con suficiencia de este 
elemento (Welkie y Miller, 1989).  
- Superóxido dismutasa: enzima que elimina los radicales libres 
aniónicos superóxido; sus isoenzimas son comunes en los cloroplastos pero 
también pueden encontrarse en mitocondrias, peroxisoma  y citoplasma 
(Droillard y Paulin, 1990).  
- Ácido aminolevulínico sintetasa y coproporfirinógeno oxidasa: son 
enzimas relacionadas con la síntesis de porfirinas. 
- Xantina oxidasa: enzima que tiene diversas funciones en procesos 
metabólicos tales como la fotosíntesis, la respiración mitocondrial, la 
fijación de N2, la reducción de SO4
2- a SO3
2-, etc.  
- Ribonucleótido reductasa: enzima que participa en la síntesis de 
RNA (Römheld y Marschner, 1991). En este sentido, la deficiencia de Fe 
provoca la disminución del número de ribosomas en las células de las hojas, 
pero sólo en caso de deficiencia severa también se ve inhibida la división 
celular (Abbott, 1967). 
- Otras enzimas: hay una serie de enzimas menos conocidas en las 
que el hierro actúa bien como un componente metálico en reacciones redox 
o como un elemento de unión entre enzima y sustrato. Entre ellas están las 
lipoxigenasas que regulan la peroxidación de lípidos, por lo que están 
implicadas en la senescencia celular y en la resistencia a las enfermedades 





1.2.3 Hierro de reserva 
Finalmente, el hierro libre (hierro que no está complejado a 
compuestos carbonados) puede interaccionar con el oxígeno para formar 
aniones superóxido (O2
-), que dañan las membranas al degradar los 
componentes lipídicos no saturados (Halliwell y Gutteridge, 1984; Peterson, 
1991). Las células vegetales limitan este daño con el almacenamiento del 
excedente de hierro en un complejo hierro-proteína llamado “fitoferritina” 
localizado fundamentalmente en las hojas (Bienfait y Van der Mark, 1983). 
Esta proteína de reserva [(FeO·OH)8 (FeO·OPO3H2)] está formada por 24 
subunidades idénticas que forman una esfera hueca con una masa molecular 
de 480 kDa. El centro de esta esfera contiene entre5400 y 6200 átomos de 
Fe(III) como un complejo óxido férrico-fosfato. La fitoferritina constituye la 
principal reserva de Fe de la planta y supone el 12-23% del Fe total de la 
planta en materia seca. 
 En términos cuantitativos, el 65% del Fe presente  las hojas de las 
plantas está asociado a proteínas; y de esta cantidad, el 35% se acumula en 
la fitoferritina, el 10% está unido a hemo-proteínas y otro 20% a sistemas 
enzimáticos no-hémicos (Price, 1968). Dentro de la hoj , el 80% del Fe se 
localiza en el cloroplasto (Tiffin y Brown, 1962). 
 
1.3 FACTORES QUE AFECTAN A LA CLOROSIS FÉRRICA 
 
El hierro es el cuarto elemento más abundante en lacorteza terrestre 
después de oxígeno, silicio y aluminio, representando el 5% del peso de ésta 
y el 3.8% de la composición del suelo (Lindsay, 1979; Benavides, 2000). 
Por ello, la deficiencia de hierro no se produce por un contenido insuficiente 
de Fe total en el suelo, sino que, normalmente, se trata de una deficiencia 
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inducida por alguna circunstancia que impide que est lemento pueda ser 
utilizado por la planta. 
Las causas desencadenantes de la clorosis férrica se encuentran 
generalmente en determinados factores del suelo, aunque el genotipo, las 
condiciones ambientales y el manejo cultural, interactúan en uno u otro 
sentido sobre esta fisiopatía. 
 
1.3.1 Componentes químicos del suelo 
 
1.3.1.1 Componentes minerales del suelo 
El hierro se encuentra como Fe(II) en la mayoría de los minerales 
primarios del suelo (olivino, hornblenda y biotita). Pero durante la 
meteorización de éstos en medios aerobios, el Fe(II) precipita 
fundamentalmente como óxidos e hidróxidos de Fe(III), pudiendo coexistir 
compuestos con distinta composición y grado de cristalización, y por tanto, 
con distinta solubilidad. De acuerdo con Lindsay (1979, 1991b), la cantidad 
de Fe solubilizado depende del tipo de mineral. Cuanto más soluble es el 
mineral de donde procede, mayor es la concentración de Fe disponible en la 
solución del suelo (Lindsay, 1979; Schwertmann, 1991). Los minerales de 
Fe se clasifican por su solubilidad según la siguiente secuencia: Fe(OH)3 
amorfo > Fe(OH)3 del suelo > γ−Fe2O3 maghemita > γ−FeOOH 
lepidocrocita > α−Fe2O3 hematita > α−FeOOH goetita (Figura 3); donde el 
óxido de Fe amorfo es el más soluble mientras que la goetita es la de menor 




Figura 3. Actividad del Fe3+ en varios óxidos e hidróxidos férricos presentes en 
suelos en función del pH (Lindsay, 1995). 
 
 
1.3.1.2 pH del suelo 
 El Fe en el suelo se presenta en dos posibles estados de oxidación: 
férrico (Fe3+) y ferroso (Fe2+). En condiciones ácidas y no oxidantes 





Figura 4. Efecto pH sobre las especies Fe2+ y Fe(OH)+ en comparación con las 
especies hidroxiladas de Fe(III) en equilibrio con el Fe del suelo (Lindsay y 
Schwab, 1982). 
 
Sin embargo, en presencia de oxígeno y en medio alcalino, el Fe2+ es 
oxidado rápidamente a Fe3+, que precipita en forma de óxidos e hidróxidos 
de Fe3+ y otras formas intermedias tales como Fe(OH)2+ o Fe(OH)2
+ (Figura 
5), según la reacción: 
 
4 Fe2+ + O2 + 10 H2O   4 Fe(OH)3 + 8 H




Figura 5. Especies hidroxiladas de Fe(III) en equilibrio con el Fe del suelo (Lindsay, 
1979). 
 
La solubilidad del Fe está muy relacionada con el pH del suelo, 
según la siguiente reacción reversible: 
 
           Medio alcalino 
  Fe3+ + (OH)-            Fe(OH)3  (2) 
      (Soluble)                       (Insoluble)   
             Medio ácido  
 
El aumento del pH en una sola unidad puede disminuir la solubilidad 
de los compuestos de hierro hasta 1000 veces reduciendo la concentración 
de Fe soluble a valores inferiores a 10-20 M para un valor de pH entorno a 
7.5 (Lindsay, 1995). 
 
1.3.1.3 Contenido de caliza y bicarbonato del suelo 
La marcada reacción alcalina de los suelos calcáreos (Figura 5), 
impide la solubilización del Fe que se encuentra en forma de óxidos e 
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hidróxidos (Lindsay, 1979). En estas condiciones, la concentración de Fe 
libre es inferior a 10-20 M, mientras que los niveles requeridos por la planta 
son mayores, entre 10-9 y 10-4 M (Guerinot y Yi, 1994). En consecuencia, 
este elemento pasa a ser un nutriente deficitario pa las plantas. 
En los suelos calizos se generan normalmente altas concentraciones 
de ión bicarbonato controlado por la siguiente reacción: 
 
CaCO3 + 2H
+     Ca2+ + H+ + HCO-3(ac)  pK= -7,82   (3) 
 
Esto hace que la mayoría de los suelos calizos tengan un valor de pH 
que oscila entre 7.5 y 8.5; pudiendo llegar incluso a valores superiores a 9 
cuando en los suelos existen contenidos apreciables de NaHCO3 disuelto. A 
estos valores de pH la concentración de Fe soluble es bastante baja porque 
en presencia de bicarbonato también puede formarse hidróxido férrico 
(Lindsay, 1979, 1991b; Lindsay y Schwab, 1982), mediante la reacción: 
 
4 Fe2+ + O2 + 8 HCO3
- + 2 H2O   4 Fe(OH)3 + 8 CO2  (4) 
 
Por todo lo anterior, el contenido en ion ferroso de los suelos calizos 
con una aireación normal es generalmente muy escaso, predominando el 
hidróxido férrico que es la forma termodinámicamente más estable del 
hierro presente en los suelos, y también la menos soluble, por lo que hace 
muy difícil su utilización por la planta. 
 Por otra parte, los altos niveles de HCO3
- en la solución del suelo 
pueden inducir directamente la deficiencia de hierro en las plantas, 
desacoplando su absorción y transporte (Coulombe et al., 1984; White y 
Robson, 1990; Cinelli, 1995). Sin embargo, el modo de acción del 
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bicarbonato no se comprende totalmente. De esta manera, se ha propuesto 
que el bicarbonato puede actuar: 1) tamponando la solución del suelo, 
manteniéndolo en un rango de valores entre 7.5 y 8.5, y reduciendo 
marcadamente la solubilidad y disponibilidad del Fe (Donnini et al., 2009); 
2) inhibiendo la inducción de la actividad de la enzima FC-R en plantas 
deficientes en Fe (Romera et al., 1997; Alcántara et al., 2000); 3) 
impidiendo el transporte de Fe desde la raíz al tallo (Deal y Alcántara, 
2002); y 4) causando la alcalinización del xilema y del apoplasto de la hoja, 
lo cual reduce el Fe absorbido por las células del mesófilo (Mengel et al., 
1994; Wegner y Zimmermann, 2004). 
 
1.3.1.4 Formación de complejos 
El Fe tiene capacidad de asociarse con ciertos compuestos naturales, 
formando complejos estables y facilitando la movilidad de este elemento en 
la disolución del suelo y su adquisición por la planta (Lindsay, 1991a). Estas 
moléculas proceden principalmente de la transformación de la materia 
orgánica (ácidos húmicos y fúlvicos, aminoácidos…), de exudados de las 
raíces (fitosideróforos) o segregados por algunos microorganismos 
(sideróforos). Sin embargo, con un exceso de materia orgánica, el Fe puede 
quedar fijado en compuestos húmicos poco solubles (Sanz-Encinas y 
Montañés, 1997). 
 
1.3.1.5 Presencia de compuestos y/o elementos mineral s en altas 
concentraciones 
La elevada concentración de ion Na+ en un suelo puede desplazar al 
Fe ante los agentes quelantes. Los altos niveles de Na+ y K+ en el suelo, 
junto con bajos de Ca2+, degradan la estructura del suelo reduciendo su 
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aireación y alterando las relaciones suelo-agua (Loeppert et al., 1994). Por 
otro lado, el hierro en suelos ácidos y con presencia de concentración alta de 
fosfato puede precipitar como fosfatos de hierro insolubles (Lindsay y 
Schwab, 1982). 
La absorción de Fe está estrechamente relacionada con la de otros 
metales, y las concentraciones elevadas de Zn2+ y Mn2+ en el medio 
interfieren en la absorción de Fe2+ n la raíz, reduciendo la concentración de 
Fe en la planta, que incluso pueden mostrar síntomas de deficiencia de Fe 
(Cohen et al., 1998; Foy et al., 1998; Izaguirre-Mayoral y Sinclair, 2005; 
Adiloglu, 2006; Aref, 2011; Shanmugam et al., 2011). Este efecto ha sido 
atribuido a la competencia entre los iones por los sitios de absorción 
(Kochian, 1991; Welch, 1995). Por el contrario, tanto Zn2+ como Mn2+ son 
más fácilmente absorbidos por las raíces de las plantas deficientes en Fe 
(Alcántara et al., 1994; Cohen et al., 1998; Korshunova et al., 1999; 
Eckhardt et al., 2001). Por otro lado, la presencia de elevadas 
concentraciones de otros microelementos en el medio puede provocar 
alteraciones estructurales y bioquímicas en los sistemas de transporte que 
dificulten su afinidad por el Fe2+ (Zaharieva y Römheld, 2000). 
Los suelos con un elevado contenido en metales pesados, como Cd 
(Alcántara et al., 1994; Chang et al., 2003; Moral et al., 1994), Pb (Chang et 
al., 2003), Co (Barton et al., 2000), Cr (Barton et al., 2000) y Ni (Alcántara 
et al., 1994; Barton et al., 2000; Lucena et al., 2003), además de su posible 
toxicidad para la planta, pueden afectar al sistema de bsorción de las raíces 






1.3.2 Componentes físicos del suelo 
 
1.3.2.1 Textura y estructura del suelo 
En suelos arenosos degradados y con pH bajo, el ion Fe2+ 
solubilizado en el medio ácido es lavado por las lluvias y los riegos, y 
desplazado a las capas profundas del suelo, y por tanto la concentración de 
Fe total al alcance de las raíces en estos suelos es muy baja (Mengel y 
Kirkby, 2001).  
Cuando el contenido en arcilla de un suelo es elevado, los iones 
férricos (Fe3+) pueden quedar adsorbidos por éstas y permanecer 
fuertemente fijados a ellas, dificultándose de este modo su asimilabilidad 
(Kashirad y Marschner, 1974; Kolesch et al., 1987a,b). 
 
1.3.2.2 Encharcamiento 
En suelos con alta humedad y poca aireación (condici es 
reductoras) se produce una acumulación de anhídrido carbónico (CO2), 
debido a la menor velocidad de difusión de los gases en el agua (Inskeep y 
Bloom, 1986). Este exceso de CO2 provoca la aparición de bicarbonato, que 
se concentra en la solución del suelo por la siguiente reacción:  
 
CaCO3 + CO2 + H2O   Ca
2+ + 2 HCO3
-   (5) 
 
En estas condiciones, se reduce la cantidad de iones ferrosos a la 
mitad, debido a la formación de hidróxido férricos (según la reacción (4) 
explicada en el apartado de la química del suelo), mientras que aumentan la 
de calcio, manganeso, aluminio y sulfatos (Tepe, 1979). 
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El exceso de humedad también puede afectar a la textura del suelo, 
como por ejemplo en suelos calizos con textura arcillosa donde se produce 
la compactación del suelo y la impermeabilización de las capas 
superficiales. Esto provoca la falta de aireación del suelo (condiciones 
reductoras) y la acumulación de ión bicarbonato (según la reacción (5). 
Además, el exceso de CO2 en condiciones de altas temperaturas y suelos 
encharcados, puede influir directamente sobre la planta al dificultar la 
actividad de los enzimas relacionados con la absorción de Fe en la raíz 
(Inskeep y Bloom, 1986). 
 Por otro lado, en suelos ácidos y con exceso de humedad, el 
descenso del potencial redox disminuye la concentración de óxidos férricos 
y provoca exceso de Fe(II) en el suelo (Ponnamperuma, 1972; Kozlowski, 
1984). La absorción excesiva y descontrolada de Fe2+ puede alcanzar 
concentraciones de toxicidad para la planta, apareciendo síntomas como 
ennegrecimiento de los ápices radiculares, inhibición del crecimiento de la 
raíz y marcas necróticas en las hojas (Snowden y Wheeler, 1995; Schmidt y 
Fühner, 1998). Estos efectos son debidos a estrés oxidativo inducido por la 
generación de radicales libres debido a reacciones Fenton (Hendry y 
Brocklebank, 1985). 
 
1.3.2.3 Factores ambientales 
Las bajas temperaturas producen la inhibición del cr cimiento 
radicular, lo cual afecta la absorción de Fe (Chaney, 1984). En plataneras, el 
máximo de absorción del Fe se produce por encima de los 37/30ºC 
(temperatura día/noche) y cuando las temperaturas descienden hasta los 
17/10ºC se reduce la cantidad de Fe absorbido en dos o tres veces (Lahav y 
Turner, 1984). Por otro lado, las altas temperaturas p oducen la degradación 
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de fitosideróforos, lo cual afecta directamente a la absorción del Fe en 
plantas de estrategia II (Bergmann, 1992). 
 
1.3.3 Factores inherentes a la planta y su cultivo 
 
1.3.3.1 Variabilidad genética 
Dentro de la misma especie vegetal, pueden existir variedades 
eficientes y variedades no eficientes frente a la deficiencia de Fe. Esto 
ocurre con algunos genotipos de pepino (Rabotti y Zocchi, 2006), alfalfa 
(Donnini et al., 2009), guisante (Jelali et al., 2010a), vid (Tagliavini et al., 
1995; Dell'Orto et al., 2000a; Ksouri et al., 2006), kiwi (Vizzotto et al., 
1999), melocotón (Gogorcena et al., 2004; Jiménez et al., 2008, 2011) y 
cítricos (Treeby y Uren, 1993; Manthey t al., 1994; Pestana et al., 2005; 
Castle et al., 2009). 
 
1.3.3.2 Prácticas culturales 
La aplicación abusiva de herbicidas que incorporan antagonistas del 
Fe en su composición (Udoh y Nelson, 1986), el exceso de riego (Yen et al., 
1988) y las enmiendas orgánicas (Römheld y Marschner, 1986) pueden 
reducir la absorción de Fe. 
 
1.4 SINTOMATOLOGÍA DE LA DEFICIENCIA DE Fe 
 
La sintomatología de la carencia de Fe en cítricos, mo en la 
mayoría de cultivos, se manifiesta principalmente en las hojas, que pierden 
su color verde intenso y evolucionan hacia tonos que van desde el verde 
claro hasta el amarillo pálido, según la intensidad e la afección (Legaz et 
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al., 1995, 2008). Este hecho es debido a una disminució de la 
concentración de pigmentos fotosintéticos, fundamentalmente de clorofilas 
(Abadía y Abadía, 1993). Las nerviaciones de las hojas suelen mantener el 
color verde oscuro y aparecen remarcadas sobre un fondo más claro 
semejando una especie de malla o retículo, manifestando así la baja 
movilidad del Fe incluso dentro de la hoja y su baja distribución hacia las 
zonas de crecimiento (Chaney, 1984).  
La carencia de hierro afecta también al desarrollo y crecimiento de 
los nuevos órganos en la planta. Las nuevas brotaciones reducen su tamaño 
como consecuencia de la escasa translocación de este el mento desde las 
hojas adultas u otros órganos, y son progresivamente menos vigorosas, sus 
entrenudos más cortos y sus hojas más pequeñas. Si l  clorosis se agudiza, 
se transforma en necrosis y provoca una defoliación prematura de los brotes 
que conlleva la muerte progresiva de los mismos, comenzando por su zona 
apical. El crecimiento del sistema radical también se puede ver reducido 
(Bertoni et al., 1992). 
Los árboles sometidos a condiciones deficitarias de Fe ven afectada 
su producción de manera especialmente significativa, ya que disminuye el 
cuajado de frutos (y por tanto, el número de éstos) y la calidad de los 
mismos (Pestana et al., 2003; Tagliavini y Rombolá, 2001). Con niveles de 
deficiencia aguda, las naranjas y mandarinas maduras suelen ser de menor 
tamaño, con la piel suave y falta de color. Es caracte ístico que el flavedo 
adquiera color amarillento, sin alcanzar las tonalidades anaranjadas-rojizas 
de los frutos normales. Adicionalmente, la carencia de hierro disminuye el 
contenido en sólidos solubles totales del zumo (Legaz t al., 2008). Además, 
el ciclo vital del árbol se acorta y su fase productiva resulta 
considerablemente inferior a la normal (Álvarez-Fernández et al., 2003, 
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2005), pudiéndose alcanzar la muerte prematura del árbol en casos de 
deficiencia extrema. Todo ello, provoca importantes repercusiones 
económicas en una plantación comercial (Miller et al., 1984). 
 
1.5 ABSORCIÓN DE Fe POR LA PLANTA 
 
 Las plantas toman el Fe directamente de la disolución del suelo, 
mediante un proceso de absorción activa, a través de las raíces (Uren, 1984). 
El Fe es absorbido principalmente en forma de Fe(II), aunque hay algunas 
plantas que lo toman como Fe(III) quelado. Cuando la disponibilidad de Fe 
es suficiente, las plantas utilizan sistemas de transporte de Fe de baja 
afinidad que absorben la cantidad necesaria para su de arrollo. Altas 
concentraciones de Fe(II) soluble en el suelo pueden llegar a causar 
toxicidad, ya que si es absorbido en altas cantidades puede reaccionar con 
oxígeno y formar radicales libres que dañan componentes celulares como 
ADN, proteínas, lípidos, etc… (Hell y Stephan, 2003). Sin embargo, bajo 
condiciones de deficiencia de Fe las plantas inducen sistemas de transporte 
de alta afinidad (Andrews et al., 1999; Kaplan, 2002).  
Se denominan plantas “no eficientes”, aquéllas que ante la 
deficiencia de Fe pueden permanecer indiferentes o desarrollar reacciones 
de respuesta con baja intensidad (Figura 6). Por el contrario, las plantas 
“eficientes” son aquéllas que desarrollan eficaces m canismos de adaptación 
para aumentar su capacidad para adquirir Fe de la disolución del suelo 
(Mengel y Kirkby, 2001). El grado de respuesta dentro de cada grupo difiere 









ESTRATEGIA I ESTRATEGIA II
PLANTAS
No desarrollan ningún 







Figura 6. Clasificación de las plantas en función de su respu ta a la clorosis férrica 
(Mengel y Kirkby, 1982). 
 
Las plantas eficientes han adoptado dos estrategias distintas 
dependiendo de la forma de adquirir el Fe (Römheld y Marschner, 1986): la 
Estrategia I de las plantas dicotiledóneas y monocotiledóneas no gramíneas 
y la Estrategia II de las gramíneas. 
 
1.5.1 Estrategia I 
Con el objetivo de aumentar la capacidad de absorción del Fe del 
suelo, las plantas dicotiledóneas y monocotiledóneas no gramíneas 
desarrollan una serie de reacciones en respuesta a la deficiencia de Fe, tal 
como se expone en el esquema expuesto en la figura 7 (Hell y Stephan, 
2003). Éstas se resumen en los siguientes puntos: 
i) Acidificación de la rizosfera y del apoplasto dela raíz, para 
aumentar la solubilidad de Fe3+ mediante la excreción de protones por 
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medio de la estimulación de la enzima H+-ATPasa de la membrana 
plasmática (Marschner y Römheld, 1994; Rabotti y Zocchi, 2006). 
ii) Incremento de la capacidad de reducción del Fe(III) a Fe(II) 
(forma más soluble) a través de la inducción de la actividad de la enzima 
FC-R unida a la membrana plasmática (Chaney et al., 1972; Schmidt, 1999). 
iii) Activación del transporte del Fe(II) al interio  de la célula por 





































Figura 7. Modelo de absorción de Fe por las raíces de las plantas que desarrollan la 
Estrategia I (Modificada de Hell y Stephan, 2003). FC-R, enzima Quelato férrico reductasa; 





1.5.1.1 Acidificación de la rizosfera 
Uno de los mecanismos fisiológicos que se estimula en las plantas 
que desarrollan la estrategia I en condiciones de deficiencia de Fe es la 
capacidad de acidificación de la rizosfera (Rabotti y Zocchi, 2006; Rabotti 
et al., 1995; Dell'Orto et al., 2000b; Ksouri et al., 2006). Las raíces de estas 
plantas producen un descenso del pH de la solución en la que crecen debido 
a la activación de una bomba de protones dependiente d  ATP, denominada 
protón-ATPasa (Welkie y Miller, 1993; Susín et al., 1996), situada en la 
membrana plasmática de las células subapicales de la raíz (Toulon et al., 
1992). Se han observando valores de inducción de este enzima en plantas 
deficientes en hierro que oscilan del 18% al 100% según la especie (Rabotti 
y Zochi, 2006; Valenti et al., 1991; Susín et al., 1996; Schmidt et al., 1997). 
La liberación de H+ en ausencia de Fe va ligada a cambios morfológicos en 
las raíces de las plantas, ya que se ha visto que favorece la proliferación de 
raíces laterales y pelos radiculares, así como el engrosamiento de los ápices 
y el incremento de las células de transferencia en la rizodermis. Estas 
células rizodérmicas de transferencia son probablemente centros de flujo de 
H+ en las raíces con deficiencia de Fe. Cuando se suministra hierro, el 
número de estas células disminuye en uno o dos días con la consiguiente 
reducción de la liberación de H+ (Römheld y Marschner, 1986). Este tipo de 
ATPasa ha sido caracterizada bioquímicamente (Serrano, 1989). Se ha 
observado que su pH óptimo “in vitro”  es de 6.6 (Michelet y Boutry, 1995) 
y su tamaño molecular de 220-228 kDa, con una subunidad de 100 kDa que 
constituye la subunidad catalítica del enzima. Existen un total de 6 dominios 
funcionales en el péptido de 100 kDa (Serrano, 1989). Su funcionamiento se 
debe a la creación de un intermediario fosforilado, estable a pH ácido, que 
requiere Mg para su funcionamiento. La enzima H+-ATPasa está regulada 
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por una amplia familia de genes denominada HA descrito por primera vez 
en Arabidopsis thaliana (Santi y Schmidt, 2009); y al menos, uno de ellos, 
el AHA1, se regula en respuesta a la deficiencia de Fe (Fox y Guerinot, 
1998). En raíces de pepino también se observó la inducción del gen CsHA1 
con la deficiencia de Fe, mientras que no hubo sobre-expresión del gen 
CsHA2 (Santi et al., 2005). 
Esta respuesta del sistema radical ante la deficiencia de Fe, provoca 
los siguientes efectos: 
I) Acidifica el entorno de la raíz en plantas deficientes en Fe, 
alcanzando hasta aproximadamente 2 mm de distancia de la raíz, incluso en 
suelos calcáreos (Schaller, 1987), favoreciendo la disolución de las formas 
de hierro precipitadas en el suelo (Rabotti et al., 1995). 
II)  Acidifica el apoplasto radicular, produciéndose el mismo efecto 
descrito anteriormente también a nivel intercelular (Mengel, 1994; Susín et 
al., 1996). 
III)  Mejora la reducción del Fe(III) ya que favorece la actividad de la 
enzima quelato férrico reductasa (Toulon et al., 1992; Mengel, 1994; Susín 
et al., 1996), al facilitarle el pH óptimo para su actividad máxima (pH de 6.5 
según Holden et al., 1991). 
 IV) Favorece la afinidad de la enzima FC-R por el sustrato, ya que 
neutraliza la carga negativa del quelato férrico y evita la repulsión con los 
centros de reducción (Cohen et al., 1997).  
 V) Genera un gradiente electroquímico a través de la membrana 
(negativo en el interior de la célula) que constituye la fuerza motriz para la 
absorción de Fe2+ reducido por la enzima FC-R en el entorno de la raíz
(Zocchi y Cocucci, 1990). 
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 VI) Activa la enzima PEPCasa, aumentando la fijación de CO2 y la 
consiguiente síntesis de ácidos orgánicos (Rabotti et al., 1995). 
  
1.5.1.2 Inducción de la capacidad reductora 
Para que las plantas de la estrategia I puedan tomar el Fe del suelo, 
las formas Fe(III) de la solución del suelo deben rducirse a formas Fe(II) 
(Chaney et al., 1972). Esta reducción de los compuestos férricos ourre a 
través de una enzima denominada quelato férrico reductasa, FC-R (Chaney 
et al., 1972; Bienfait, 1988a; Moog y Brüggemann, 1994), que es específica 
de la membrana plasmática de las células superficiales de la zona subapical 
de la raíz (Cohen et al., 1997). Este enzima toma electrones del NADH y 
reduce el Fe procedente de aceptores de alto potencial como el ferricianuro 
(+360 mV), así como de quelatos férricos sintéticos n potenciales 
menores, entre +100 y +250 mV (Nikolic, 1998). Su máxi a actividad se 
alcanza a pH entre 4 y 5 (Schmidt y Bartels, 1997). La capacidad de las 
raíces para reducir el Fe3+ del medio aumenta en condiciones de deficiencia 
de Fe y puede llegar a ser 10-20 veces superior a los valores control (Moog 
y Brüggemann, 1994; Susín et al., 1996). Además, como se ha dicho 
anteriormente, la ausencia de Fe favorece el engrosamiento de los ápices y 
la aparición de pelos radiculares, de manera que aumenta la superficie 
radicular y por tanto de las zonas reductoras (Krame  et al., 1980; Römheld 
y Marschner, 1983; Welkie y Miller, 1993; Moog y Brüggemann, 1994). 
La inducción de la enzima como consecuencia de la deficiencia de 
hierro o con los niveles bajos de éste ha sido descrita por numerosos autores 
en plantas que siguen la estrategia I de absorción; y que, además, han 
demostrado la necesidad de su activación para la absorción de Fe (Schmidt, 
1999, 2005; Yi y Guerinot, 1996; Jeong y Connolly, 2009; Susín et al., 
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1996; Connolly et al., 2003). Además, el incremento de la capacidad de 
reducción parece ser fundamental para determinar la mayor o menor 
tolerancia de un genotipo a la clorosis férrica. Este hecho se ha descrito en 
cultivos herbáceos, como judía (Krouma et al., 2006), garbanzo (Mahmoudi 
et al., 2007), alfalfa (Andaluz et al., 2009; M’sehli et al., 2009) y guisante 
(Jelali et al., 2010a); y también en leñosos, como peral (Tagliavin  et al., 
1995), vid (Tagliavini y Rombolá, 2001), kiwi (Rombolá et al., 2002), 
melocotonero (Gogorcena et al., 2000, 2004) y cítricos (Treeby y Uren, 
1993; Manthey et al., 1994; Li et al., 2004; Rivera-Ortíz, 2007). De esta 
manera, la estrecha relación entre la capacidad de reducción de la enzima 
FC-R de las raíces y la susceptibilidad a la clorosis férrica se puede utilizar 
como criterio de selección para la tolerancia a la clorosis de hierro en 
genotipos nuevos de plantas leñosas (Dell'Orto et al., 2000; Gogorcena et 
al., 2004; Castle et al., 2009). 
Algunos autores aseguran que la presencia de una cantidad mínima 
de Fe en el medio es un requisito imprescindible para l  inducción de la 
enzima en algunas plantas (Romera t l., 1996a,b; Gogorcena et al., 2000). 
Esta dependencia podría ser debida a la relación de la actividad FC-R con el 
metabolismo del etileno (Romera et al., 1996a,b). Sin embargo, esto no se 
cumple en algunas especies como la remolacha, donde la actividad FC-R es 
inducida incluso en condiciones de ausencia total de Fe en el medio (Susín 
et al., 1996). 
Recientemente, se han aislado los genes que codifican la expresión 
de la enzima FC-R cuyos transcritos se acumulan en respuesta a la 
deficiencia de Fe (Yi y Guerinot, 1996). Estos genes p rtenecen a una 
superfamilia génica que codifican flavocitocromos que transportan 
electrones a través de membranas y presentan sitios de unión para FAD y 
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NAD(P)H, que actúan como donadores de electrones para reducir el Fe(III) 
externo (Robinson et al., 1999; Li et al., 2004; Waters et al., 2002). Al 
parecer, los genes FRO tienen distintos patrones de expresión y por tanto 
funciones específicas (Jeong y Connolly, 2009). En co creto, AtFRO2 es 
inducida en raíces de Arabidopsis (Robinson et al., 1999), PsFRO1 en 
raíces, tallos, nódulos y mesófilo de hojas de guisantes (Waters et al., 2002), 
FRO1 en raíces y hojas de tomate (Robinson et al., 1999; Li y cols 2004) y 
FRO2 en raíces de M. truncatula (Andaluz et al., 2009). De acuerdo con los 
autores, el incremento en la expresión del gen FRO2 durante la ausencia de 
Fe, sería indicativo de que las plantas deficientes en Fe desarrollan un 
sistema más eficaz para reducir este elemento, y el aislamiento del gen 
FRO2 tiene implicaciones para la generación de cultivos con mayor calidad 
nutricional y mejor crecimiento en suelos con bajo nivel de Fe disponible 
(Robinson et al., 1999; Connolly et al., 2003). Con el aporte de Fe la 
proteína se degrada impidiendo que se produzca una excesiva reducción de 
hierro y que pueda ser tóxico para la planta (Schmidt, 2006). 
 
1.5.1.3 Transporte de Fe(II) al interior de las células de la raíz 
El Fe reducido, Fe(II), es transportado al interior de la célula 
mediante un  transportador férrico  denominado IRT1. Se trata de una 
proteína que se localiza en la membrana plasmática y funciona 
principalmente como un transportador de alta afinidad que regula la 
absorción de Fe2+ en la raíz (Guerinot, 2000; Eide et al., 1996; Cohen et al., 
2004). Fox et al. (1996) observaron un aumento de la absorción de Fe2+ en 
Pisum sativum inducida por la deficiencia de Fe, utilizando un quelato 
enriquecido en 59Fe, y sugirieron el aumento de la actividad de una proteína 
transportadora de Fe2+ en el plasmalema. IRT pertenece a la familia de 
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transportadores metálicos ZIP, que al parecer no son selectivas con el 
sustrato, pudiendo transportar metales de naturaleza distinta. De hecho, la 
mayoría de los descubrimientos sobre ellos fueron originariamente como 
complemento en ensayos de restablecimiento del crecimiento de levaduras, 
donde se observaban defectos en la absorción de varios micronutrientes (Fe, 
Zn, Mn). Así, se identificó el transportador AtIRT1 que aunque presenta una 
alta afinidad por el Fe (Cohen et al., 2004), también tiene otros sustratos 
como zinc, manganeso y cadmio (Eide et al., 1996; Cohen et al., 1998; 
Korshunova et al., 1999; Rogers et al., 2000).  
El gen que codifica la expresión del transportador IRT fue 
identificado por primera vez en Arabidopsis (Eide et al., 1996; Guerinot, 
2000), donde se comprobó la inducción de AtIRT1 y su semejante AtIRT2 
en la epidermis de la raíz de plantas sometidas a deficiencia de Fe (Vert et 
al., 2001, 2002). Ambos genes codifican para los principales transportadores 
férricos responsables de participar en aquellos procesos de alta afinidad en 
la captación del metal (Vert et al., 2001, 2002, 2009; Connolly et al., 2002). 
Se han encontrado ortólogos de IRT en muchas especi vegetales como 
tomate (Eckhardt et al., 2001), guisante (Cohen et al., 2004), pepino 
(Waters et al., 2007), arroz (Bughio et al., 2002), cacahuete (Ding et al., 
2010) y tabaco (Enomoto et al., 2007). 
Sin embargo, la proteína se degrada si existe un aporte suficiente de 
Fe evitando, de esta manera, la toxicidad del elemento (Connolly et al., 
2002; Schmidt, 2005). También se ha observado una regulación de este tipo 
para el gen FRO2 de la enzima quelato férrico reductasa (Connolly et al., 
2003). Parece que se requiere de la presencia de cierta antidad de Fe para 
inducir la expresión de ambos genes (Vert t al., 2003). Además, la 
expresión de IRT en la raíz podría estar controlada por la emisión de señales 
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desde el tallo, incluso con niveles de Fe adecuados en el exterior, que 
indican el estado nutricional de Fe en la planta (Grusak y Pezeshgi, 1996). 
Algunas hormonas vegetales (etileno, auxinas) o sus precursores se han 
propuesto como posibles señales que regulan los mecanismos de respuesta 
generados por las plantas ante la deficiencia de Fe (Romera et al., 2005).  
 
1.5.1.4 Biosíntesis de ácidos orgánicos 
 Las plantas deficientes de Fe se caracterizan por la estimulación de 
la síntesis de ácidos orgánicos en el interior de la cé ula. La respuesta del 
metabolismo de los ácidos orgánicos (ciclo de Krebs) inducida por la 
clorosis férrica, ha sido objeto de estudio en diversas especies, registrándose 
un aumento de las concentraciones de éstos (principalmente citrato y 
malato) en diferentes partes de la planta como raíces, hojas y xilema (Jones, 
1998; Schmidt, 1999; Marschner y Römheld, 1995; Fournier et al., 1992; 
Rabotti et al., 1995; López-Millán et al., 2000, 2009; Abadía et al., 2002; 
Rombolá et al., 2002; Jelali et al., 2010b).  
La biosíntesis de ácidos orgánicos se lleva a cabo en el interior de la 
mitocondria. El piruvato es el sustrato previo a la síntesis de ácidos en el 
ciclo de Krebs (Figura 8). La principal síntesis de piruvato ocurre en el 
citoplasma de la célula y puede producirse a través de dos rutas: bien de 
forma directa mediante la fosforilación del fosfoenlpiruvato catalizada por 
la enzima piruvato quinasa; o bien por la acción de la enzima 
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPCasa). Esta enzima cataliza la 
carboxilación del fosfoenolpiruvato a oxalacetato, que puede ser 
posteriormente reducido a malato por la enzima malato deshidrogenasa 
citosólica, cMDH (Chollet et al., 1996). El malato citosólico se convierte en 
piruvato por el enzima málico, bien en el citosol o bien en el interior de la 
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mitocondria, y activa la síntesis del resto de ácidos el ciclo. En condiciones 
de deficiencia de Fe se ha comprobado la activación de la PEPCasa, y, por 
tanto, de la segunda ruta descrita (Jones, 1998; De Nisi y Zocchi, 2000; 
Miller et al., 1990; Jones et al., 1996; Chollet et al., 1996; Abadía et al., 
2002; Andaluz et al., 2002). Además, también se ha observado que las 
raíces con deficiencia de hierro tienen una mayor capa idad de fijar el 
carbono del bicarbonato, y lo asocian a una mayor actividad PEPCasa. La 
PEPCasa constituye, de este modo, la principal enzima relacionada con el 
aporte de compuestos intermediarios del ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
en tejidos no fotosintéticos bajo condiciones deficitarias de Fe (Chollet et 
al., 1996). La ausencia de Fe también estimula la actividad de otros enzimas 
relacionados con el ciclo de Krebs y la ruta glicolítica (Zocchi et al., 2007; 
López-Millán et al., 2000, 2009; Jelali et al., 2010b) y en algunos casos 
también se ha observado la inducción de la expresión de los genes 
correspondientes (Thimm et al., 2001). 
La membrana de la mitocondria presenta una familia de 
transportadores que facilitan el tránsito de metabolitos entre el interior y el 
exterior de este orgánulo y mantienen su comunicación on el citosol. 
Recientemente, se han realizado muchos progresos en la identificación en 
Arabidopsis thaliana de los miembros de una familia de proteínas 
transportadoras, donde se ha descrito la existencia de al menos 60 genes 
putativos que codifican la expresión de éstas (Picault et al., 2004). En 
concreto, se ha identificado un  transportador mitocondrial (DTC) capaz de 
transportar ácidos dicarboxílicos (como oxaglutarato, oxalacetato, malato, 
succinato, maleato y malonato) y tricarboxílicos (como citrato, isocitrato, 
cis-aconítico y tras-aconítico). Este transportador desempeña un papel clave 
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en aquellas funciones metabólicas de la planta que requieren flujo de ácidos 
desde o hacia la mitocondria (Picault et al., 2002). 
 







































































































La síntesis de ácidos orgánicos bajo condiciones de deficiencia de Fe 
podría desempeñar las siguientes funciones: 
I) Estimular la exudación de compuestos acidificantes para movilizar 
el Fe3+ del suelo (Zocchi et al., 2007; Jelali et al., 2010b). Jones (1998) 
sugiere que incluso con bajas tasas de exudación de citrato, la cantidad de 
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Fe3+ solubilizado es suficiente para satisfacer las necesidades férricas de la 
planta.  
II) Formar complejos con el Fe del suelo para facilit r su absorción 
por la raíz (Jones et al., 1996; Gerke, 1997). 
III) Participar en la neutralización del pH del citoplasma, en 
compensación por la extrusión de protones de la enzima H+-ATPasa 
(Landsberg, 1981; De Vos et al., 1986). El flujo de protones provoca la 
alcalinización del citoplasma y activa la fijación de CO2, asociada a la 
actividad del enzima PEPCasa (Miller t al., 1990; López-Millán et al., 
2000). De cuerdo con esta teoría, la carboxilación del fosfoenolpiruvato 
para formar ácidos orgánicos (principalmente cítrico y málico) retornará el 
pH del citosol a su valor inicial (Felle, 1988; Bienfait et al., 1989).  
IV) Transportar el Fe a larga distancia desde el sistema radical al 
resto de los órganos de la planta (Tiffin, 1966a,b; Pich et al., 1995), 
principalmente complejado con el citrato. En este sentido, se ha observado 
el incremento en la concentración de citrato y malato de la savia de las 
plantas cultivadas en ausencia de Fe (López-Millán et al., 2001; Rombolá et 
al., 2002), y se ha descrito la proteína FRD3 como responsable de la carga 
de citrato en el xilema (Durret al., 2008). Una proporción significativa de 
los aniones producidos en las raíces entran a formar parte del pool de 
compuestos del xilema. 
 
1.5.1.5 Excreción de compuestos de bajo peso molecular  
Las raíces de las plantas son capaces de excretar gan variedad de 
compuestos orgánicos entre los que se encuentran azúcares reductores, 
aminoácidos, ácidos orgánicos, compuestos fenólicos y flavinas, que pueden 
constituir hasta un 20% del carbono asimilado. El tipo de exudados 
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radiculares está determinado genéticamente, aunque existen factores 
medioambientales que pueden alterar su composición, tales como el pH, la 
temperatura, el tipo de suelo, la intensidad de la luz, la edad, el estado 
nutricional de la planta y la presencia de microorganismos (Jones, 1998). 
I) Fenoles: Las plantas deficientes en Fe producen y excretan 
diferentes compuestos de naturaleza fenólica (Brown y Ambler, 1974; 
Römheld y Marschner, 1983, 1986): ácido cafeico (Olsen et al., 1981), 
ácido fenólico, ácido clorogénico (Hether t al., 1984) y ácido pcumárico. 
Probablemente, el papel principal de los fenoles consista en la inhibición de 
la degradación de los ácidos orgánicos, cuyo papel en la nutrición férrica 
como quelantes de Fe es muy importante (Schmidt, 1999). 
II) Flavinas: En condiciones de deficiencia de Fe, algunas especies 
acumulan y excretan flavinas (Welkie y Miller, 1993), tales como la 
riboflavina (Welkie, 1996) o los sulfatos de riboflavina (Susín et al., 1994). 
Se sabe que estas sustancias son capaces de reducir dire tamente 
compuestos de Fe(III) en presencia de donadores electrónicos como el 
NADH o NADPH (González-Vallejo et al., 1998). Además, los sulfatos de 
riboflavina ejercen una acción antimicrobiana, disminuyendo la posibilidad 
de que microorganismos del entorno compitan con la planta en la absorción 
de Fe (Susín et al., 1994). 
III) Ácidos orgánicos: Pueden llegar a ser el componente más 
abundante entre los compuestos excretados por las raíces de las plantas ante 
la deficiencia de Fe (Kraffczyk et al., 1984). En función de sus propiedades 
de disociación y del número de grupos carboxílicos, l  ácidos orgánicos 
pueden variar su carga negativa y por tanto su capacidad para formar 
complejos con distintos metales de la solución del su o. En condiciones de 
deficiencia de Fe, la función más probable de estos ácidos (citrato, malato) 
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consiste en la solubilización de Fe(III). Cuando el pH del suelo es bajo, 
forman complejos muy estables con el Fe(III) favoreciendo su disolución en 
la solución del suelo (Jones t al., 1996). En suelos calizos, con pH alto, la 
movilización del Fe por malato y citrato es lenta, puesto que los complejos 
que se forman son inestables (Jones et al., 1996; Gerke, 1997). Sin embargo, 
la combinación del poder acidificante de la enzima H+-ATPasa de la raíz 
con el poder quelante de los ácidos orgánicos (que a menta según 
disminuye el pH) podrían constituir un mecanismo viable para movilizar el 
Fe de la rizosfera (Jones, 1998). 
 
1.5.1.6 Sinergia de las enzimas H+-ATPasa, FC-R y PEPCasa en el 
mecanismo de absorción de Fe 
La activación de las capacidades reductora y acidifica ora de las 
raíces, con la deficiencia de hierro se considera como una acción sinérgica 
de las enzimas FC-R y H+-ATPasa para mejorar la adquisición de Fe en la 
raíz (Rabotti y Zocchi, 2006; Vizzotto et al., 1999; Dell’Orto et al., 2000b; 
Donnini et al., 2009; M’sehli et al., 2009). 
También se ha descrito otro efecto interactivo de ambos enzimas 
dentro de la célula. El rápido aumento de la actividad FC-R provoca la 
oxidación de NAD(P)H, principal donante de electrones para la reducción 
de compuestos Fe3+. La acumulación de estos protones dentro de la célula, 
ayuda a bajar el pH en el citosol e induce a su vez la actividad de la H+-
ATPasa (Rabotti et al., 1995; Rabotti y Zocchi, 2006).  
 Finalmente, en ausencia de Fe, se ha observado la espolarización 
del potencial eléctrico en la membrana de células de ju ías (Sijmons et al., 
1984), y en menor grado en pepino (Zocchi y Cocucci, 1990). Esto ha sido 
atribuido a la transferencia de electrones transmembrana que son utilizados 
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por la enzima FC-R durante la reducción del Fe3+ (aceptor de electrones). 
Para garantizar la repolarización de la célula se activa la extrusión de 
protones y de otros iones como K+ (Sijmons et al., 1984; Alcántara et al., 
1991). 
 La acumulación de ácidos en condiciones de clorosis férrica parece 
que interviene en el mecanismo de regulación del pH citoplásmico 
(Landsberg, 1981). El aumento del pH intracelular como consecuencia de la 
extrusión de protones, conduciría a la activación de la PEPCasa y, por tanto, 
de la síntesis de ácidos en el ciclo de Krebs (Abadía et al., 2002). De esta 
manera, se conseguiría el balance iónico u homeostasis del citoplasma 
neutralizando el efecto alcalinizante producido por la H+-ATPasa. 
Sin embargo, algunos autores han descrito la acción individual de 
alguno de los enzimas como factor predominante en la absorción de Fe. Así, 
Grusak et al. (1990) lo atribuyeron a la reducción y Wey t al. (1997) a la 
liberación de H+. El resultado de la sinergia entre ambas enzimas es el 
incremento de la absorción de Fe por las plantas. 
 
1.5.1.7 Cambios en las proteínas de la raíz 
Distintos trabajos realizados mediante electroforesis y por 
transcripción in vitro de mRNA de raíz) han demostrado que se producen 
cambios en la síntesis proteica de distintos polipépt dos en condiciones de 
deficiencia de Fe (Bienfait, 1988b; Herbik et al., 1996; Rellán-Álvarez et 
al., 2010).  
 
1.5.1.8 Cambios en la morfología de la raíz 
Estos cambios consisten en la formación de raíces lat ra es y pelos 
radiculares, así como en el engrosamiento de las zonas subapicales y la 
Introducción 
37 
estimulación de la formación de células de transferencia (Römheld y 
Marschner, 1983; Welkie y Miller, 1993; Moog y Brüggemann, 1994; 
Kramer et al., 1980). De esta manera, las raíces de las plantas responden 
aumentando su superficie de contacto en condiciones de deficiencia de Fe. 
 
1.5.1.9 Influencia del bicarbonato sobre la estrategia I 
Algunos estudios realizados en peral (Donnini et al., 2009), vid 
(Ksouri et al., 2007), cacahuete (Zuo et al., 2007), Arabidopsis (Msilini et 
al., 2009) y guisante (Jelali et al., 2010b) recogen que cuando las plantas 
son cultivadas con bicarbonato, aumentan la actividad FC-R de sus raíces, 
pero sin alcanzar los niveles detectados en las plantas cultivadas en ausencia 
de Fe. Otros informes en plantas de cítricos y melocotonero a los que se 
suministró HCO3
- en concentración elevada observan una reducción de 
dicha actividad enzimática (Chouliaras et al., 2004a; Molassiotis et al., 
2006). Sin embargo, estos autores, observaron que las raíces de plantas de 
cítricos cultivadas con una solución nutritiva sin Fe, con un bajo suministro 
de Fe o con adición de HCO3
- manifestaban un aumento de la capacidad de 
reducción, en comparación con la actividad encontrada en las raíces de las 
plantas con un suministro adecuado de Fe (Chouliaras et l., 2004b). Sin 
embargo, el tratamiento con bicarbonato de plantas deficientes en Fe no 
incrementa la capacidad reductora de las raíces, como parece ocurrir en 
plantas de pepino, guisante, tomate y Arabidopsis (Romera et al., 1997; 
Lucena et al., 2007).  
 Se conoce poco acerca del efecto del ión bicarbonato sobre la 
estrategia I. En este sentido, Lucena et al. (2007) mostraron que este ión 
puede inducir clorosis férrica en las plantas inhibiendo la expresión de los 
genes que controlan las enzimas FC-R y H+-ATPasa y el transportador 
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férrico, probablemente a través de la alteración de la eficiencia en la 
expresión de ciertos factores de trascripción denomi ados proteínas FER. 
 
1.5.1.10 Influencia de los micronutrientes sobre la estrategia I 
Algunos estudios describen que las respuestas de la estrategia I a la 
deficiencia de Fe afectan a la absorción de algunos iones metálicos (Cohen 
et al., 1998; Izaguirre-Mayoral y Sinclair, 2005; Shanmugam et al., 2011).  
Dado que, la biodisponibilidad de los micronutrientes está 
determinada por el pH del suelo, las plantas que estimulan la acidificación 
de la rizosfera para favorecer la solubilización de los iones Fe3+ y Fe2+, lo 
hacen también para el Zn2+ y el Mn2+ a partir de distintos compuestos del 
suelo (Lindsay, 1979). Por otra parte, el Zn se encu tra normalmente con 
estado de oxidación +2, por lo que al contrario queel Fe, las plantas 
acceden directamente a él sin necesidad de reducción. El Mn, en cambio, 
puede existir en varias formas y su disponibilidad p ra las raíces depende de 
su estado de oxidación. Así, las formas oxidadas Mn(III) y Mn(IV) no 
pueden ser absorbidas por las raíces (Rengel, 2000). Se ha sugerido que la 
enzima quelato férrico reductasa de la membrana plasmática puede reducir 
el Mn(III) bajo condiciones de deficiencia de Fe (Norvell et al., 1993; 
Pittman, 2005).  
Por último, la absorción de metales divalentes por las células de la 
raíz parece estar regulada por los miembros de la familia génica de 
transportadores ZIP (proteínas transportadoras de zinc y hierro). Así, los 
transportadores ZIP regulan la acumulación de zinc e  las células de 
levadura, donde ZRT1 y ZRT2 son transportadores de Zn de alta y baja 
afinidad que están regulados por los cambios del contenido de Zn celular 
(Zhao y Eide, 1996a,b). Una familia de genes de transportadores de Zn que 
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responden a la deficiencia de Zn fue identificada en Arabidopsis (Grotz et 
al., 1998). Entre ellos, ZIP1 y ZIP3 se expresan principalmente en raíces de 
plantas sometidas a deficiencia de Zn, sugiriendo su función en la absorción 
del Zn2+ procedente del suelo (Guerinot y Eide, 1999; Clemens, 2001). 
El Fe2+ es transportado al interior de las células de la raíz por el 
transportador de alta afinidad IRT1, que se expresa n la membrana 
plasmática de las células de la epidermis de raíces deficientes en Fe (Eide et
al., 1996; Vert et al., 2002). Sin embargo, aunque la función primaria de 
AtIRT1 es la absorción de Fe, esta proteína también puede transportar otros 
metales, incluyendo Zn2+ y Mn2+ (Korshunova et al., 1999). En un mutante 
de Arabidopsis al que se le suprimió la actividad de IRT1 se  demostró que 
este transportador es la principal vía para la adquisición de Fe en las raíces 
de plantas sometidas a deficiencia de este elemento (Henriques et al., 2002; 
Vert et al., 2002). Además, la acusada reducción en la concentración de Mn 
en este mutante en comparación con la especie sin modificar bajo 
condiciones de deficiencia de Fe indica que IRT1 puede funcionar como 
transportador de Mn2+, constituyendo una de las principales vías de 
absorción de Mn2+ en raíces de Arabidopsis deficientes en Fe. Otros 
transportadores de la familia ZIP, como MtZIP4 y MtZIP7 en Medicago 
truncatula (López-Millán et al., 2004) y LeIRT1 y LeIRT2 en tomate 
(Eckhardt et al., 2001) también parecen poseer la capacidad de IRT1 para 
transportar Mn2+. Además, los mutantes irt1 también tienen menores niveles 
de zinc, indicando la capacidad de IRT1 para transportar Zn. No obstante, 
IRT1 mostró alta afinidad por el transporte de Fe y baja afinidad por el de 
Zn cuando se expresó en levadura (Cohen et al., 2004). Por otro lado, el 
transportador IRT2 de Arabidopsis que se expresa en células de la epidermis 
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de raíces de plantas deficientes en Fe, también poseen la habilidad de 
transportar Zn (Vert et al., 2001).  
Desde otro punto de vista, los efectos del Zn2+ y Mn2+ sobre las 
respuestas de las raíces a la deficiencia de hierro, dentro de la Estrategia I, 
han sido poco estudiados. De esta manera, se ha descrito que la retirada de 
los iones Zn2+ y Mn2+ de la solución nutritiva paraliza la excreción de 
protones de las raíces de plantas de judías deficientes en Fe (De Vos et al., 
1986; Sijmons y Bienfait, 1984; Bienfait e al., 1989). Las raíces reanudan 
la excreción de protones con la incorporación de cualquiera de estos 
metales. Un efecto similar ocurre con la capacidad e reducción de Fe(III) 
de las raíces, que decrece con la deficiencia de Zn2+ o Mn2+ y luego es 
estimulada con el resuministro de los iones correspondientes (Sijmons y 
Bienfait, 1986). En otro trabajo posterior, Romera t al. (1997) sugirieron 
que en plantas de pepino deficientes en Fe, el ión bicarbonato puede inhibir 
el desarrollo de la capacidad reductora de Fe(III) de las raíces al disminuir la 
disponibilidad de ciertos metales requeridos por esta respuesta, como Zn2+ y 
Mn2+. Esto fue confirmado en parte, más tarde, por Bohórquez et al., (2001) 
quienes encontraron que plantas de melocotonero tratadas con bicarbonato 
que crecían con baja concentración de Fe incrementaba  su capacidad de 
reducción cuando recibían un aporte adicional de Zn. 
 
1.5.2 Estrategia II 
 Las raíces de las plantas gramíneas sintetizan y excretan compuestos 
de bajo peso molecular, llamados fitosideróforos (FS), que forman 
complejos con el Fe(III) presente en el suelo y posteriormente, son 
absorbidos sin reducción previa a través de un sistema de transporte de 
Fe(III)-fitosideróforo de alta afinidad específico de la membrana plasmática 
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de la raíz (Takagi, 1976; Römheld y Marschner, 1986). Estas sustancias son 
liberadas por las raíces y forman complejos con Fe(III) altamente estables, 

































Figura 9. Modelo de absorción de Fe en las raíces de las plantas que desarrollan la 
Estrategia II (Modificada de Hell y Stephan, 2003). FS, Fitosideróforo; Fe3+-FS, complejo 
Fe(III)-fitosideróforo; E, incremento en la síntesis y liberación de fitosideróforos; Tr, 
Transportador fitosideróforos-Fe3+/ otros metales. 
 
 
Los fitosideróforos se asocian al ácido mugénico y a sus derivados y 
se sintetizan en las zonas subapicales de la raíz (M rschner et al., 1987). La 
naturaleza química de estos compuestos depende de la especie (Marschner y 
Römheld, 1995), pero parece que la metionina es el precursor común en su 
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biosíntesis y la nicotinamina (NA) un intermediario (Shojima et al., 1990). 
El ciclo de síntesis de la metionina sufre una gran activación en las raíces de 
las plantas deficientes en hierro por la demanda de metionina para la síntesis 
de fitosideróforos (Kobayashi et al., 2006). El mecanismo de excreción de 
FS todavía no está claro, pero se ha sugerido que se produce a través de 
vesículas (Negishi et al., 2002). 
  En condiciones de deficiencia de Fe, las plantas gramíneas 
incrementan la biosíntesis de FS, con aumentos de hasta 20 veces respecto a 
las plantas control (Takagi et al., 1984), y alcanzando concentraciones en el 
suelo de hasta 1 mM (Romera y De la Guardia, 1991). También aumentan la 
velocidad de absorción de FS al interior del sistema radical y de recambio 
del transportador; y, por tanto, la capacidad de transporte (Kawai et al., 
1988; Hansen et al., 1996; Kawai y Alam, 2005). Mori y Nishizawa (1987) 
propusieron un mecanismo de cotransporte de la excreción de 
fitosideróforos acoplado a protones o iones potasio. 
 La liberación de FS depende de la temperatura, mostrando máximos 
diurnos (Kawai y Alam, 2005; Takagi, 1993). El transporte del complejo 
hasta el citoplasma de la célula se realiza a través de una proteína de alta 
especificidad y selectividad denominada YS1 (Curie et al., 2001), 
constitutiva de la membrana plasmática de las células apicales de la raíz 
(Marschner y Römheld, 1995).  
 Esta proteína está regulada por la deficiencia de Fe n raíz y en tallo 
y permite también el transporte del complejo Fe(II)-NA y, posiblemente, 
otros metales (Hell y Stephan, 2003). Una vez que el complejo se encuentra 




1.6 TRANSPORTE DEL Fe EN EL INTERIOR DE LA PLANTA Y  
DISTRIBUCIÓN EN LOS DISTINTOS TEJIDOS 
 
El recorrido que el Fe tiene que realizar desde la raíz hasta el 
cloroplasto, puede presentar etapas críticas que originen la clorosis férrica. 
La absorción de Fe y otros micronutrientes por la planta comienza en el 
apoplasto de las células epidérmicas de la raíz (Sattelm cher, 2001) y es 
transportado a la parte aérea vía xilema. El Fe3+ d l apoplasto, en las plantas 
de estrategia I, debe ser reducido a Fe(II) a través del sistema enzimático 
quelato férrico reductasa. Posteriormente, el Fe(II) n plantas de estrategia I 
o el complejo Fe(III)-FS en plantas de estrategia II, es transportado al 
interior de la célula mediante los transportadores de membrana específicos. 
Sin embargo, no todo el Fe del apoplasto entra en l célula. En condiciones 
de buena aireación, parte de este Fe se oxida y precipita en forma de oxi-
hidróxidos o fosfatos formando una reserva de Fe (Bi nfait et al., 1985). La 
cantidad de Fe acumulado en el apoplasto y re-translocado desde la raíz 
puede estar relacionada con las diferencias entre genotipos a la resistencia a 
la clorosis férrica, como parece ocurrir en plantas de soja (Longnecker y 
Welch, 1990). 
También, un alto suministro de P provoca la presencia de altas 
cantidades de fosfato en el interior de la planta y l  precipitación del Fe en 
forma de fosfatos férricos no disponibles (Kolesch et al., 1987a,b). La 
absorción de nitrato y su posterior reducción a amonio en el apoplasto de la 
raíz también dificulta la actividad FC-R (Lucena, 2000; Kosegarten et al., 
1998). Estos hechos sugieren que la clorosis férrica aparte de ser un efecto 
de la escasa disponibilidad de Fe en el suelo, está también relacionado con 
procesos metabólicos en raíces y hojas (Mengel, 1994). 
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Una vez en el citoplasma de la célula, el Fe libre debe ser protegido 
de la oxidación para evitar su precipitación y la formación de radicales 
superóxido o hidroxilo (Hell y Stephan, 2003). Esto hace suponer que el Fe 
en el citoplasma está unido a algún tipo de compuesto que evite estos 
efectos. Distintos autores (Pich et al., 1997; Scholz et al., 1988) han 
propuesto la nicotianamina (NA) como principal complejante del Fe libre en 
las células. El transporte de Fe desde las células epidérmicas de la raíz hasta 
el xilema se realiza a través del simplasto y como complejo Fe(II)-NA. Una 
vez allí, es probablemente oxidado a Fe3+ (Landsberg, 1984; Von Wirén et 
al., 1999; Hell y Stephan, 2003) y transportado a larga distancia a las partes 
superiores de la planta unido principalmente a citrato (Chaney, 1989; 
López-Millán et al., 2001; Tiffin, 1966a,b), a otros aniones orgánicos, mo 
malato o malonato (Brown, 1963; Chaney, 1989) e incluso con otro tipo de 
sustancias orgánicas (Cataldo et al., 1988). 
Aunque el transporte de Fe se realiza, principalmente, vía xilema 
siguiendo la dirección del flujo de masas creado por la transpiración, este 
elemento se puede concentrar también en órganos en crecimiento, donde la 
intensidad de la transpiración es menor debido a una estructura incompleta 
del xilema (Landsberg, 1984). La removilización delF  desde los órganos 
maduros a los jóvenes o en crecimiento a través del floema depende también 
de la NA (Schölz, 1989; Stephan y Schölz, 1993; Hell y Stephan, 2003). 
Cuando el Fe3+ llega a las hojas debe ser reducido para entrar en las 
células (Jolley et al., 1987; Mengel y Geurtzen, 1988). Para esta reducción 
se ha propuesto la existencia de una enzima quelato férrico reductasa situada 
en la membrana plasmática del mesófilo de la hoja (Brüggermann et al., 
1993; González-Vallejo et al., 1999; De la Guardia y Alcántara, 1996; Larbi 
et al., 2001). Esta reductasa utiliza citrato férrico u otro quelato como fuente 
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de Fe, y la energía necesaria para la reducción procede de la luz (Bienfait y 
Scheffers, 1992; Jolley et al., 1987; Laulhère et al., 1990). La enzima 
quelato férrico reductasa del mesófilo alcanza su actividad máxima en un 
intervalo de pH de 6.3 a 6.8 en hojas cloróticas de varias especies vegetales 
(Wagner y Moog, 1997). Por ello, el incremento del pH apoplástico en las 
hojas cloróticas (Mengel, 1994; López-Millán et al., 2001), podría inhibir el 
paso de Fe al interior de la célula. 
De hecho, en muchas ocasiones, el contenido de hierro en las hojas 
cloróticas es similar o incluso superior al de las hojas verdes (Römheld, 
2000; Nikolic y Römheld, 2002; Morales et al., 1998). A este fenómeno se 
le conoce como “paradoja del hierro” (Römheld, 1997; Morales et al., 
1998). La causa puede ser la precipitación e inactivación del Fe en el 
apoplasto de la hoja debido a la alcalinización de éste por presencia de 
bicarbonato (Mengel, 1994; Lucena, 2000; Romera t al., 1992) y la 
consiguiente reducción de la actividad FC-R (Brüggermann et al., 1993; 
Kosegarten et al., 1999; Susín et al., 1996; Toulon et al., 1992).  
Tras la reducción, el Fe(II) entra en el interior de las células de la 
hoja, supuestamente de manera similar a como lo hace en la raíz. Por 
ejemplo, en Arabidopsis se ha encontrado que los genes FRO de la enzima 
quelato férrico reductasa e IRT del transportador, n  sólo se expresan en la 
raíz sino también en la hoja (Baüer et al., 2004). 
A nivel celular, las plantas poseen mecanismos homeostáticos que 
les permiten mantener las concentraciones correctas de los iones metálicos 
esenciales en los diferentes compartimentos celulars y minimizar los daños 
por exposición a concentraciones tóxicas de los mismos (Clemens, 2001). 
Una compleja red de procesos de transporte, quelación y secuestro 
altamente regulados permiten controlar la absorción, acumulación, 
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desplazamiento y detoxificación de los iones metálicos (Haydon y Cobbett, 
2007). Entre los componentes de este entramado, que han sido identificados, 
se encuentran los transportadores NRAMP pertenecient s a la familia de 
proteínas del macrófago asociado a la resistencia natural (Supek et al., 
1996). Los transportadores NRAMP parecen estar evolucionariamente 
conservados en los organismos vivos (animales, hongos, bacterias, etc...) 
incluyendo las plantas, donde, hasta la fecha, se han clonado y caracterizado 
genes NRAMP en varias especies tales como Arabidopsis, arroz, tomate y 
soja (Curie et al., 2000; Thomine et al., 2000; Bereczky et al., 2003; Kaiser 
et al., 2003). Como en otros organismos, los transportadores NRAMP de las 
plantas no son específicos para un único substrato me álico, como sucede, 
por ejemplo con AtNRAMP3 que puede transportar Fe2+, pero también 
Zn2+, Mn2+ y Cd2+ (Thomine et al., 2000; Thomine et al., 2003). Los genes 
AtNRAMP3, AtNRAMP4 y LeNRAMP se inducen en condiciones de 
deficiencia de hierro (Thomine t al., 2003; Lanquar et al., 2005), lo que 
indica que los transportadores NRAMP desempeñan una f ción en la 
homeostasis del hierro en las plantas (Jeong y Guerinot, 2009). La 
localización subcelular de AtNRAMP3 y AtNRAMP4 en el tonoplasto 
sugiere que estos transportadores actúan movilizando los depósitos 
vacuolares de Fe hacia el citoplasma (Thomine et al., 2003; Lanquar et al., 
2005). Este efecto influye a su vez sobre otros micronutrientes, ya que se 
observó que la acumulación de Mn y Zn en respuesta a la deficiencia de 
hierro aumentaba en el mutante atnramp3 deficiente  sta gen, mientras 
que la sobre-expresión del AtNRAMP3 reducía la concentración de Mn. 
Adicionalmente, la sobre-expresión de AtNRAMP3 reduce la expresión de 
los genes IRT1 y FRO2 que codifican para el transportad r primario de Fe y 
la quelato férrico reductasa (Thomine et al., 2003).  
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El cloroplasto es el destino final de una gran parte del Fe en la planta 
(Terry y Abadía, 1986). El transporte de Fe hacia el int rior del cloroplasto 
es activo y dependiente de la luz (Bughio et al., 1997a,b). Una vez el Fe 
alcanza su destino final, si no va a ser utilizado, se almacenará en forma de 
proteína no tóxica, fitoferritina, pudiendo liberarse según las necesidades de 
la planta (Briat, 1996; Briat y Lobreaux, 1997). Otro destino del Fe podría 
ser la mitocondria, que es el orgánulo donde se genran proteínas con enlace 























































El objetivo general del presente trabajo es caracterizar el 
sistema de absorción de hierro en los cítricos y su respuesta ante 
distintas situaciones clorosantes que comprometen la disponibilidad del 
elemento y que provocan la deficiencia de Fe en la planta. Los 
componentes del sistema de absorción del Fe -acidificación del medio, 
reducción del Fe(III), transporte a través de la membrana y alteración de la 
síntesis de ácidos orgánicos-, se analizaron tanto  nivel genético como 
metabólico y fisiológico, estableciendo pautas de comportamiento ante 
distintas condiciones del medio. Los objetivos concretos de las diferentes 
partes de esta investigación fueron: 
 
Experimento 1: Respuestas génicas y fisiológicas a l  deficiencia de 
hierro de dos patrones de cítricos con diferente grado de tolerancia a la 
clorosis férrica.  
Se estudió el comportamiento de las raíces de un patrón tolerante 
(M. Cleopatra) y otro susceptible (C. Carrizo) a la clorosis férrica, frente a 
soluciones nutritivas con o sin aporte de FeEDDHA. Para ello, se efectuaron 
las siguientes determinaciones: 
1. Expresión de los genes relacionados con el proceso d  absorción del Fe 
(HA, FRO e IRT). 
2. Actividades H+-ATPasa y FC-R. 
3. Influjo de 57Fe en las raíces. 
4. Acidificación del medio radicular y tasa extrusión de protones por las 
raíces. 




Experimento 2: Respuestas metabólicas de las raíces a la deficiencia de 
hierro inducida. 
Se estudió el efecto de la deficiencia de hierro sobre el metabolismo 
de los ácidos orgánicos en las raíces de un patrón de cítricos. Para ello, se 
efectuaron las siguientes determinaciones: 
6. Concentración de Fe en los diferentes órganos. 
7. Estado del aparato fotosintético de las hojas. 
8. Concentración de ácidos orgánicos en el sistema radical, savia del 
xilema y exudado radical. 
9. Expresión de los genes relacionados con el metabolism  de los ácidos 
orgánicos. 
10. Actividades enzimáticas que intervienen en la biosínte is de los ácidos 
orgánicos. 
 
Experimento 3: Efectos del bicarbonato sobre los componentes génicos 
y fisiológicos del sistema de adquisición del hierro. 
Se estudió la respuesta de las raíces de un patrón de cítricos tolerante 
a la clorosis férrica (FA-5), frente a la adición de bicarbonato a la solución 
nutritiva. Para ello, se efectuaron las siguientes determinaciones: 
11. Crecimiento de las plantas. 
12. Estado del aparato fotosintético de las hojas. 
13. Distribución y transporte de Fe en los diferentes órganos. 
14. Influjo de 57Fe en las raíces. 
15. Expresión de los genes FRO, HA, IRT y PEPC. 
16. Actividades H+-ATPasa, FC-R y PEPCasa. 
17. Acidificación del medio radicular por las raíces. 
18. Concentración de hierro intracelular y apoplástico de las raíces. 
19. Liberación de Fe del espacio libre de las células de la raíz. 
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Experimento 4. Influencia del bicarbonato en la movilización de las 
reservas de Fe de los cotiledones en un medio de cultivo carente de Fe. 
Se estudió la translocación del Fe acumulado en los cotiledones de 
semillas de  Citrus limon durante la germinación de las plántulas en un 
medio de cultivo carente de Fe y, con y sin adición de bicarbonato. Así 
mismo, se evaluó la respuesta del sistema de absorción de Fe de la radícula, 
tanto con las condiciones anteriores, como después de un suplemento 
posterior de Fe. Para ello, se efectuaron las siguientes determinaciones: 
20. Crecimiento de las plántulas. 
21. Concentración de Fe en los diferentes órganos. 
22. Expresión de los genes HA, FRO, IRT, PEPC y NRAMP. 
23. Actividades H+-ATPasa, FC-R y PEPCasa. 
 
Experimento 5. Efecto de los iones Zn2+ y Mn2+ sobre los componentes 
génicos y fisiológicos del sistema de adquisición del hierro. 
Se estudió el comportamiento del sistema de absorción de Fe en la 
radícula de plántulas de un patrón de cítricos (Citrus aurantium) germinadas 
en un medio de cultivo con o sin aporte de Fe, Zn y Mn en sus diferentes 
combinaciones. Para ello, se efectuaron las siguientes determinaciones: 
24. Concentración de Fe y Zn o Mn en los diferentes órganos de las 
plántulas. 
25. Expresión de los genes HA, FRO, IRT y NRAMP.  
26. Acidificación del medio radicular. 
27. Actividad FC-R. 
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3.1 EXPERIMENTO 1: RESPUESTAS GÉNICAS Y FISIOLÓGICA S 
A LA DEFICIENCIA DE HIERRO DE DOS PATRONES DE 
CÍTRICOS CON DIFERENTE GRADO DE TOLERANCIA A LA 
CLOROSIS FÉRRICA 
Este experimento se realizó con plantas sin injertar de los patrones 
citrange Carrizo (híbrido de Citrus sinensis (L.) Osbeck x Poncirus 
trifoliata [L.] Raf.) y mandarino Cleopatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.).  
Semillas de éstos se germinaron en un invernadero utilizando un 
substrato estéril compuesto por turba, fibra de coco, arena y perlita 
(50:25:20:5) suplementado con 1.38 g kg-1 de superfosfato de cal y regado 
dos veces por semana con la solución nutritiva de Hoagland y Arnon (1965) 
diluida a la mitad: 1.5 mM Ca(NO3)2, 1.5 mM KNO3, 1 mM MgSO4, 1.2 
mM H3PO4, 20 µM Fe-EDDHA, 23.2 µM H3BO3, 27.2 µM MnSO4·H2O, 
3.8 µM ZnSO4·7H2O, 0.27 µM MoO3 y 0.25 µM CuSO4·5H2O. El pH de la 
solución nutritiva se ajustó a 6.0 con 1 M KOH ó 1 M H2SO4.  
Al cabo de 8 semanas las plantas se seleccionaron por uniformidad 
de tamaño y se trasplantaron individualmente a macetas opacas de 0.5 L 
llenas de arena gruesa. Posteriormente, las plantas de cada genotipo se 
separaron en dos grupos que se nutrieron con la solución nutritiva de 
Hoagland y Arnon: 3 mM Ca(NO3)2, 3 mM KNO3, 2 mM MgSO4, 2.3 mM 
H3PO4, 46.25 µM H3BO3, 54.4 µM MnSO4·H2O, 7.65 µM ZnSO4·7H2O, 
0.55 µM MoO3 y 0.5 µM CuSO4·5H2O con o sin 20 µM Fe-EDDHA (+Fe o 
-Fe, respectivamente). El pH de las soluciones nutritivas se ajustó a 6.0 con 
1 M KOH o 1 M H2SO4. Las plantas de ambos genotipos a las que se 
aplicaron soluciones con o sin hierro se distribuyeron al azar en el área 
experimental, manteniendo alrededor de su perímetro una fila de plantas 
guarda no incluidas en el experimento.  
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Las plantas se cultivaron en condiciones de invernadero con luz 
suplementaria (50 µmol m-2 s-1, 400-700 nm) para extender el fotoperiodo a 
16 h. Las temperaturas oscilaron entre 16-18ºC por la noche y 26-28ºC 
durante el día. La humedad relativa se mantuvo próxima al 80%. Las 
macetas se regaron dos veces por semana, utilizando 200 mL de solución 
por maceta en cada riego. El exceso de solución drenó fuera de la maceta, 
evitándose de esta forma la acumulación de sales en la arena.  
Los tratamientos se mantuvieron durante 8 semanas y, 
posteriormente, las plantas de ambos se extrajeron cuidadosamente de las 
macetas y se separaron los tallos de las raíces. Éstas se lavaron primero con 
agua corriente para eliminar la arena y, después con agua desionizada. 
Posteriormente, se procesaron en función de los correspondientes análisis.    
 
3.1.1 Expresión de genes relacionados con el proceso de absorción del 
Fe 
El ARN total fue extraído a partir de 1.5 g de materi l vegetal 
empleando el kit RNeasy Plant Mini (Qiagen, Hilden, Alemania). Las 
muestras de ARN obtenidas fueron posteriormente tratadas con RNAase free 
DNase (Qiagen) en columnas de purificación siguiendo las instrucciones del 
fabricante. La calidad (Abs260/Abs280) y concentración del ARN extraído 
fueron determinadas mediante espectrofotometría UV empleando un equipo 
Nanodrop ND-100 (Nanodrop Technologies, Thermo Fisher Scientific, 
Delaware, EEUU). 
 El análisis de la expresión de los genes considerados se llevó a cabo 
mediante RT-PCR cuantitativa en tiempo real empleando un equipo 
LightCycler 2.0 (Roche, Penzberg, Alemania) equipado con el software 
LightCycler v. 4.0. La mezcla de las reacciones se realizó siguiendo las 
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recomendaciones del kit Fast Star DNA Master PLUS SYBR Green I 
(Roche). Para ello se mezclaron 2.5 unidades de MultiScribe Reverse 
Transcriptase (Applied Biosystems, California, EEUU), 1 unidad de RNase 
Inhibitor (Applied Biosystems), 2 µl de Fast-Start DNA Master PLUS SYBR 
Green I (Roche), 25 ng de ARN total y 250 nM de las solucines de 
oligonucleótidos específicos de cada gen, en un volumen total de 10 µl. Las 
incubaciones fueron llevadas a cabo a 48ºC durante 30 min y a 95ºC durante 
10 min, seguidas de 45 ciclos de polimerización en cadena (95ºC 2 s / 58ºC 
8 s / 72ºC 8 s). Los datos de intensidad de fluorescencia fueron adquiridos 
durante la etapa final (72ºC) y transformados en cotenidos relativos de 
mARN mediante curvas de calibrado realizadas con diluciones decimales 
seriadas. Posteriormente, tales datos fueron normalizados a cantidades 
totales de ARN de acuerdo con Bustin (2002) y Hashimoto et al. (2004) y 
un valor de expresión de 1 fue arbitrariamente asign do a los obtenidos para 
las plantas control de mandarino Cleopatra. El gen de la actina fue utilizado 
como referencia en las reacciones de amplificación (Yan et al., 2012) y la 
especificidad de las mismas fue confirmada posteriormente mediante curvas 
de disociación y secuenciación de los productos resultantes. 
 Los genes candidatos fueron identificados mediante la búsqueda de 
homólogos en la base de datos de ESTs (Expressed Sequence Tags) de 
mandarino Citrus clementina Hort. ex Tan. del Consorcio Internacional del 
Genoma de Cítricos (ICGC; http://www.citrusgenome.ucr.edu/). Para 
amplificar los genes correspondientes de los clones s leccionados se 
diseñaron oligonucleótidos sintéticos que, tal y como se ha descrito 
anteriormente, fueron secuenciados para confirmar su especificidad. En la 
Tabla 1 se presentan detalles acerca de los oligonucleótidos empleados en el 
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presente trabajo. Al menos se realizaron tres extracciones independientes de 
ARN y tres reacciones de RT-PCR con tres réplicas técnicas por muestra. 
 
Tabla 1. Secuencias de oligonucleótidos de los genes de cítricos que codifican la expresión 
de las enzimas Protón-ATPasa (HA) y Quelato férrico eductasa (FRO), del transportador 
férrico (IRT) y del transportador de metales vacuolar (NRAMP), utilizados como cebadores 




Secuencia del oligo (5'-3')
Tamaño del
amplicón (bp)
HA1 clementine0.9_001614m F GGACGCGTTTGGTGTAAGAT 143
R GAAGTCCAGGGCGTTCAATA
HA2 clementine0.9_032287m F TTGGCAGTTACTTGGCAATG 127
R GCAAGCTTTCGGAAGTCATC
FRO1 clementine0.9_002087m F GCTGCATGTTGGTGACTTTG 78
R AACCGCAGAAATCGATCAAG
FRO2 clementine0.9_000943 F GGAGGAGCCAAAACAAGATG 73
R CAGCCAAGAAACACAGCAAA
IRT1 clementine0.9_014282m F CTCAGTTGGAGCCACAAACA 115
R GTACTCCGCCTGAAGAATGC
IRT2 clementine0.9_014448m F CTTTGATTGGTGCTTTGCTG 56
R TGGGTGTGTCGTGGATACAA
NRAMP3 clementine0.9_007815m F AACATTGGCCTCGTAAATGC 132
R AGCATAAGTGCCGGTAATGG  
*Código EST se refiere al nombre de transcrito disponible en la base de datos del Consorcio 
Internacional del Genoma de Cítricos (ICGC; http://www.citrusgenome.ucr.edu/). 
 
3.1.2 Acidificación del medio radicular      
Para la determinación cuantitativa de la extrusión de protones se 
transfirieron grupos de diez plantas de cada genotipo a recipientes que 
contenían 250 mL de solución nutritiva con y sin 20 µM FeEDDHA para las 
plantas +Fe y -Fe, respectivamente. Las soluciones se ajustaron a pH 7 con 
5 mM NaOH. De esta forma el volumen de solución nutritiva por planta era 
lo suficientemente alto como para evitar el riesgo de agotamiento de los 
nutrientes. Las soluciones se burbujearon con aire continuadamente y las 
plantas se mantuvieron en una cámara de cultivo con ambiente controlado 
(Sanyo MCR-350H, Sanyo Electric Biochemical Co, Japón). Las 
condiciones de ésta fueron iluminación continua (200 µmol m-2 s-1 de 
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densidad de flujo de protones, 400-700 nm), temperatura de 28ºC y 80% de 
humedad relativa. Los recipientes fueron totalmente recubiertos con papel 
de aluminio para impedir la iluminación en su interior. La acidificación del 
medio se determinó midiendo los cambios del pH en la so ución nutritiva. 
Los valores del pH se tomaron en distintos tiempos durante 8 h con un 
pHmetro (Consort C531, Turnhout, Bélgica), lo que permitió determinar la 
extrusión de H+ durante este periodo.  
 
3.1.3 Actividad de la H+-ATPasa 
Las raíces fibrosas cortadas de plantas +Fe y -Fe de ambos 
genotipos, se lavaron  con agua destilada, se homogeneizaron en un mortero 
con nitrógeno líquido y se homogenizaron a 4ºC con un tampón que 
contenía 50 mM de Tris-HCL (pH 7.5), 10% de glicerol, 20% de PVPP, 10 
mM de MgCl2, 1 mM de EDTA y 14 mM de 3-mercaptoetanol (todos de 
Sigma, Aldrich, St. Louis, MO, USA). También se añadió 1 mM de PMSF y 
10 µg mL-1 de leupeptina (Sigma) para evitar o minimizar la proteolisis. 
Después de un filtrado a través de 4 capas de gasa,el homogeneizado se 
centrifugó a 13000 g durante 15 min (Centrífuga 5810R, Eppendorf AG, 
Hamburgo, Alemania) y el sobrenadante fue centrifugado otra vez a 100000 
g durante 30 min (Ultracentrífuga Optima L-80 Beckman Coulter, Fullerton, 
California). El precipitado final se resuspendió en el mismo medio tampón 
de homogenización y se utilizó para las determinaciones de la actividad H+-
ATPasa (Rabotti y Zocchi, 1994). Para su conservación estas muestras se 
congelaron con N2 líquido y se almacenaron a -80ºC. 
La actividad H+-ATPasa se determinó acoplando la hidrólisis del 
ATP a la oxidación del NADH (Rabotti y Zocchi, 1994) en un volumen 
final de 2 mL de un tampón 25 mM de MOPS-BTP (pH 6.5), que contenía 
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250 mM de sacarosa, 50 mM de KCl, 1 mM de ATP, 1 mMde PEP, 0.25 
mM de NADH, 15 µg mL-1 de lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27), 30 µg 
mL-1 de piruvato quinasa (EC 2.7.1.40) y 0.015% de Lubrol (todos de 
Sigma). Las reacciones se iniciaron por la adición de alícuotas de 20-50 µL 
de la fracción microsomal y los cambios en la absorbancia se midieron 
mediante espectrofotometría (Lambda 25, Perkin Elmer Sh lton, CT, USA) 
a 340 nm durante un periodo de 5 min. 
El contenido en proteínas de la fracción microsomal de las 
membranas se determinó utilizando 5 µL de la anterior preparación y 200 
µL del reactivo Bradford-BioRad (Sigma) incubado a temperatura ambiente 
durante 30 min, después de lo cual se midió la absorbancia a 595 nm con un 
espectrofotómetro (Microwin 2000, Asys, Eugendorf, Austria). Como 
estándar de proteínas se utilizó BSA (Bradford, 1976). 
 
3.1.4 Actividad de la Quelato férrico reductasa (FC-R) 
La actividad FC-R se determinó midiendo la formación del complejo 
Fe(II)-BPDS a partir de Fe(III)-EDTA (Chaney et al., 1972). Se utilizaron 
segmentos apicales de raíz (de unos 5-8 mm de longitud) con un peso fresco 
total de 0.020 g, que se lavaron con una solución 0.2 mM de CaSO4·2H2O 
durante 5 min y después se incubaron en 10 mL de solución nutritiva fresca 
(sin Fe) suplementada con 0.3 mM de BPDS (Acros Organics, New Jersey, 
USA) y 100 µM de Fe(III)-EDTA (Sigma). El pH de esta solución fue 
previamente ajustado a pH 5.5 con 5mM de MES-NaOH (Panreac, 
Barcelona, España). El recipiente utilizado se cubrió con papel de aluminio 
para no dejar penetrar la luz. Durante un periodo de incubación entre 1 y 6 h 
a 23ºC, se tomaron alícuotas cada hora y se midió la absorbancia a 535 nm 
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con un espectrofotómetro (Mikrowin 2000, Asys, Eugendorf, Austria). El 
BPDS forma un complejo rojo soluble en agua con el Fe2+ y solo un débil 
complejo con el Fe3+. La cantidad de hierro reducido se calculó por la 
concentración del complejo Fe2+-(BPDS) utilizando un coeficiente de 
extinción de 22.14 mM cm-1, y se expresó en nmol Fe2+ reducido g-1 PF raíz 
h-1. 
 
3.1.5 Influjo de 57Fe en las raíces 
Los influjos de 57Fe en raíces de plantas alimentadas o no con hierro 
(+Fe y -Fe , respectivamente) de ambos genotipos se determinaron midiendo 
el enriquecimiento en 57Fe en las raíces después de ser expuestas a una 
solución de absorción adicionada con 57Fe-EDDHA. Ésta fue semejante a la 
anteriormente descrita, substituyendo el Fe-EDDHA por 57Fe-EDDHA 
(95.6% átomos de 57Fe, Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover, 
MA, USA) a la concentración de 100 µM y ajustada a pH 7 con 1 mM de 
MES. 
Para obtener una medida más exacta del influjo de 57F , el 
enriquecimiento se determinó en el Fe intracelular, después de que el Fe 
extracelular fue extraído, procediendo como se describe a continuación. 
Los distintos grupos de plantas se pasaron separadamente a sus 
correspondientes soluciones nutritivas, donde se mantuvieron con aireación 
durante 24 h. Después, dentro de cada grupo se hiciron 3 lotes de 10 
plantas cada uno, que se transfirieron a 250 mL de la solución de absorción 
con 57Fe durante 20 min y finalmente, el 57Fe inespecíficamente unido a las 
paredes celulares fue eliminado de las raíces, tal como describen Fox et al. 
(1996). Para ello, las plantas se mantuvieron durante 5 min en una solución 
de desorción, que contenía 5 mM de Mes-NaOH (pH 5.0),  mM de CaCl2, 
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5 mM de ascorbato sódico y 1 mM de FeSO4. El ascorbato sódico y el 
FeSO4 se añadieron inmediatamente antes de su uso, reajustándose la 
solución de desorción a pH 5.0. 
Después de este tratamiento, el hierro apoplástico e eliminó por el 
método de Bienfait et al. (1985). Para ello, las raíces de las plantas 
anteriores se lavaron con agua destilada y se transfirieron a recipientes que 
contenían una solución 0.5 mM de CaCl2, sometida a una vigorosa aireación 
durante 10 min. Posteriormente, las plantas se pasaron a tubos grandes 
donde su sistema radicular permaneció sumergido en 250 mL de solución 
nutritiva sin hierro, adicionada con 10 mM de MES (pH 5.5) y 1.5 mM de 
bipiridina (un agente complejante que forma un color r sa cuando se 
compleja con Fe(II). Se burbujeó nitrógeno a través de la solución para 
desplazar el O2 disuelto y, posteriormente, se añadió ditionato sódico (un 
agente reductor capaz de reducir Fe3+ a Fe2+) a las soluciones. 
Inmediatamente antes de su uso, se disolvieron 0.25 g de ditionato sódico en 
5 mL de agua desionizada destilada y desoxigenada, inyectándose, mediante 
una jeringa, 1 mL de esta solución en el medio al inicio de la incubación 
(tiempo 0), la cual se realizó posteriormente en la oscuridad. Para 
determinar la cantidad de hierro apoplástico liberado se tomaron alícuotas (5 
mL) en diferentes momentos en el transcurso de un periodo de 1 h, 
midiéndose la absorbancia a 520 nm (Mikrowin 2000, Asys, Eugendorf, 
Austria). Posteriormente, las raíces se lavaron conagua destilada, a 
continuación con 0.05 M HCl durante 3 min para eliminar los posibles 
restos de Fe extracelular y finalmente dos veces con agua desionizada 
destilada. La concentración de Fe que permanece en las raíces después de 
este tratamiento representa el Fe intracelular. Los experimentos de influjo se 
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realizaron en la misma cámara de cultivo y con condiciones iguales que las 
descritas anteriormente (apartado 3.1.3). 
La concentración total de Fe en las raíces se determinó en otros 
grupos similares de plantas de ambos genotipos tratados con o sin 20 µM 
FeEDDHA. Con este propósito, las raíces previamente lavadas fueron 
tratadas con una solución 0.05 M de HCl durante 3 min para eliminar el Fe 
unido a las paredes celulares y luego volvieron a ser lavadas 2 veces con 
agua desionizada destilada. Antes de proceder a su análisis, las raíces fueron 
separadas, pesadas, secadas en una estufa con corrie te forzada de aire a 
65ºC durante 48 h y después vueltas a pesar. Después, 0.5 g de materia seca 
se incineraron en un horno mufla durante 12 h a 550ºC. Posteriormente, el 
hierro se extrajo con ácido nítrico al 2% (Hiperpur Panreac, Fe < 1 ppb) en 
un baño ultrasónico (Fungilab S.A., Sant Feliú de Llobregat, Barcelona, 
España) durante 30 min a 40ºC. Las concentraciones totales de Fe se 
midieron con el modelo ASS Perkin Elmer Analyst (Walth m, 
Massachusetts, USA). El contenido en 57Fe de las raíces se determinó como 
describieron Weyer y Schwieters (2003), utilizando un espectrómetro de 
masas de plasma (MC-ICP MS, Thermo Finnigan Neptune). Los análisis se 
realizaron con agua ultra-pura (Ultra Pure Water Systems Milli Q Plus). 
Los enriquecimientos en 57Fe ([∆57Fe] = % átomos 57Fe en exceso) 
en las raíces se obtuvieron substrayendo la abundancia natural de 57Fe en el 
tejido a la abundancia determinada en las raíces después de un tiempo de 
marcado de 20 minutos (1/3 hora). Éstos se aplicaron  los valores del 
contenido intracelular de Fe ([Fei] en µg g-1 PS raíz) como se expone en la 
ecuación (1), siendo 57 la masa molecular del 57Fe, para obtener las tasas de 
absorción de 57Fe (57FeTA) expresadas en nmol 57Fe g-1 PS raíz h-1.  
 
Material y Métodos 
66 
                                        [Fei] x [∆57Fe] x 3 
Ecuación 1: 57FeTA = ----------------------------  
                                              100 x 57  
 
3.1.6 Análisis estadístico 
Todos los resultados presentados en este experimento corresponden 
a la media y desviación estándar de tres réplicas obtenidas a partir de tres 
grupos independientes de plantas (tres plantas por grupo) por genotipo y 
tratamiento, excepto en los ensayos de acidificación (3.1.2) y de influjo de 
57Fe (3.1.5), en los que se utilizaron tres grupos de 10 plantas, por genotipo 
y tratamiento.  
El análisis estadístico se efectuó mediante Análisis de la Varianza 
(ANOVA) con Statgraphics Plus versión 5.1 (Statistical Graphics, 
Englewood Cliffs, NJ). Las medias se compararon utilizando el método 
LSD (Least Significant Differences) a un nivel de confianza del 95 %.  
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3.2 EXPERIMENTO 2: RESPUESTAS METABÓLICAS DE LAS 
RAÍCES A LA DEFICIENCIA DE HIERRO INDUCIDA 
 
Este experimento se realizó con plantas sin injertar del patrón de 
cítricos citrange Carrizo (híbrido de Citrus sinensis (L.) Osbeck x Poncirus 
trifoliata [L.] Raf.). 
El semillero donde se obtuvieron las plantas se manejó como en el 
apartado anterior.  
Al cabo de 8 semanas las plantas se seleccionaron por uniformidad 
de tamaño y se trasplantaron individualmente a macetas opacas de 0.5 L 
llenas de arena gruesa. Posteriormente, se separaron en dos grupos que se 
nutrieron con la solución de Hoagland y Arnon con o sin 20 µM Fe-
EDDHA (+Fe y –Fe, respectivamente). El pH de las soluci nes nutritivas se 
ajustó a 6.0 con 1 M KOH ó 1 M H2SO4. Las plantas a las que se aplicaron 
soluciones con o sin hierro se distribuyeron al azar en el área experimental, 
manteniendo alrededor de su perímetro una fila de plantas guarda no 
incluidas en el experimento.  
Las condiciones de cultivo de las plantas en el inver adero fueron 
semejantes a las descritas en el apartado anterior. 
Los tratamientos se mantuvieron durante 8 semanas y, 
posteriormente, las plantas de ambos se extrajeron cuidadosamente de las 
macetas y se separaron los tallos de las raíces. Estos órganos se lavaron 
primero con agua corriente y, después con agua desionizada. 
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3.2.1 Concentración de Fe total  
Al final del experimento se recolectaron las hojas jóvenes totalmente 
expandidas (de la última brotación) y las raíces fibrosas de 6 plantas 
individuales. Para el análisis del Fe total de estos órganos se procedió de la 
forma descrita en el apartado 3.1.5.   
 
3.2.2 Parámetros fotosintéticos 
La tasa de asimilación neta de CO2 (Aco2) de hojas individuales 
unidas al tallo se midió al aire libre entre las 10.00 y las 11.30 h en un día 
soleado, que permitió efectuar las medidas en condiiones relativamente 
estables. La radiación fotosintéticamente activa (PAR) en la superficie de la 
hoja se ajustó a una densidad de flujo de fotones de 1000 µmol m-2 s-1. Para 
las medidas se utilizó un analizador de intercambio gaseoso CIRAS-2 (PP-
systems, Hitchin, UK). La lámina foliar quedó plenamente encerrada dentro 
de una cubeta PLC 6 (U) universal para hojas (modelo  circuito cerrado), 
que se mantuvo a 25 ± 0.5ºC, con un déficit de presión de vapor entre la 
hoja y el aire de alrededor de 1.7 Pa. La tasa de flujo de aire a través de la 
cubeta fue d 0.5-1.5 L min-1. Se tomaron 10 medidas consecutivas a 
intervalos de 3-s. 
El contenido en clorofila de la hoja se estimó mediante un medidor 
portátil SPAD-502 (Minolta, Japón). 
Los parámetros de fluorescencia de la clorofila (Fo: fluorescencia 
basal, Fm: fluorescencia máxima y Fv = Fm - Fo: fluorescencia variable) se 
determinaron con un fluorímetro portátil (Plant Efficiency Analyzer, 
Hansatech Instruments Ltd., UK). Después de 30 min de adaptación a la 
oscuridad, las hojas se iluminaron con un pulso saturan e de 2100 µmol 
quanta m-2 s-1 durante 5 s para inducir la fluorescencia. 
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Todas las determinaciones se realizaron al final del ensayo en las dos 
hojas plenamente expandidas más jóvenes de cada una de las 6 réplicas por 
tratamiento. El valor medio de las dos hojas se consideró representativo de 
cada planta individual.      
 
3.2.3 Ácidos orgánicos en las raíces 
Muestras de raíces tomadas de 6 plantas independientes por 
tratamiento se congelaron con nitrógeno líquido, se liofilizaron (LyoAlfa 6, 
Telstar, Terrasa, España) y se trituraron. Este material (50 mg PS) se 
homogeneizó (Polytron PT 3100, Kinematica, Lucerne, Suiza) durante 1 
min a 10000 rpm, en 10 mL de agua ultra-pura (Ultra Pure Water Systems 
Milli Q Plus). La mezcla se mantuvo en una nevera (4ºC), y después de 24 
h, la mezcla se re-homogeneizó y centrifugó a 5000 rpm durante 20 min a 
4ºC (Centrífuga 5810R, Eppendorf AG, Hamburgo, Alemania). El 
sobrenadante se recogió, se filtró a través de un filtro de jeringa de fluoruro 
de polivinilo de 0.20 µm (OlimPeak, Teknokroma, Sant Cugat del Vallés, 
España) y se llevó a un volumen final de 10 mL con agua ultra-pura. Las 
extracciones finales se almacenaron a -80 ºC en alícuotas de 1 mL, 
previamente congeladas con N2 líquido, hasta un posterior uso.     
Los ácidos orgánicos (citrato y malato) se determinaro  mediante un 
cromatógrafo de gases (Agilent 6890, Wilmington, USA) acoplado a un 
espectrómetro de masas (MS-TOF, Pegasus 4D LECO, MI, USA), con 
columna capilar BPX35 (30 m x 0.32 mm, SGE Analytical Science, 
Australia). Las muestras se inyectaron con un muestreador automatizado 
(CTC Combi Pal auto sampler). El flujo de helio fue d  2 mL min-1 y las 
temperaturas del inyector, interfase y fuente de MS fueron 230, 250 y 
200ºC, respectivamente. Los ácidos orgánicos se cuantific ron mediante el 
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uso de estándares internos. Las cantidades de estándares internos añadidos a 
las extracciones fueron ajustadas hasta cantidades similares a las de los 
compuestos endógenos, ya que las relaciones próximas a la unidad dan lugar 
a determinaciones más precisas. 
 
3.2.4 Ácidos orgánicos en exudados de raíz y savia x lemática 
Se constituyeron grupos de 5 plantas por tratamiento (tres réplicas), 
que se transfirieron a recipientes opacos que contenían 50 mL de las 
correspondientes soluciones nutritivas (+Fe y -Fe) adicionadas de tampón 
Tris-HCl 1mM (pH 7.0). Las plantas se incubaron durante 12 h en la misma 
cámara de cultivo y con iguales condiciones que las descritas anteriormente. 
Los exudados se recogieron, se filtraron a través de un filtro de jeringa de 
fluoruro de polivinilo de 0.20 µm (OlimPeak, Teknokroma) y se 
almacenaron a -80 ºC, después de haber sido previamnte congelados con 
N2 líquido. 
  La savia del xilema se extrajo por medio de una cámara de presión 
tipo Scholander (Soilmoisture Equipment Corp. Santa Barbara, USA). Las 
plantas se cortaron 5 cm por encima de las primeras raíces y el sistema 
radicular completo se introdujo en la cámara cilíndrica de presión con el 
extremo cortado fuera del mismo. Se aplicó una presión de 2 MPa durante 5 
min y se recogió el fluido xilemático en un tubo de plástico conectado al 
extremo cortado. Las muestras de savia se filtraron  través de un filtro de 
jeringa de fluoruro de polivinilo de 0.20 µm (OlimPeak, Teknokroma) y se 
almacenaron a -80ºC, después de haber sido previamente congeladas con N2 
líquido. 
Los ácidos orgánicos (citrato y malato) se analizaron en un HPLC 
iónico (ICS 2000, Dionex, CA, USA) equipado con una columna de 
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intercambio iónico (250 x 5 mm IonPac CS 16) y una columna supresora 
CSRS Ultra II-4 mm, funcionando a 100 mA,  y a la temperatura de 25ºC 
durante un tiempo operativo de 70 min. Las muestras e inyectaron con un 
muestreador automático (AS40, Dionex) o directamente por medio de una 
jeringa cuando los volúmenes eran pequeños. Los ácidos separados se 
identificaron por sus tiempos de retención y su cuantificación se llevó a 
cabo mediante el cálculo de las áreas de los picos que se relacionaron con 
las curvas de calibrado correspondientes. Para la monitorización, procesado 
de datos y cuantificación se utilizó el software Chromeleon 6.6.  
 
3.2.5 Expresión de genes relacionados con el metabolismo de los ácidos 
orgánicos 
Estos análisis, así como la identificación de los genes candidatos que 
codifican para los enzimas estudiados, se desarrollaron tal como se expone 
en el apartado 3.1.2. Los detalles sobre los oligonucleótidos utilizados se 
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Tabla 2. Secuencias de oligonucleótidos de los genes de cítricos que codifican la expresión 
de las principales enzimas relacionadas con la biosíntesis de ácidos orgánicos: 
Fosfoenolpiruvato Carboxilasa (PEPC), Malato Deshidrogenada citosólica (cMDH) y 
mitocondrial (mMDH), Enzima Málico (ME), Citrato Sintasa (CS), Aconitasa (ACO), 
Fumarasa (FUM), y del transportador de ácidos di/tricarboxílicos (DTC), utilizados como 




PEPC clementine0.9_001549m F AAACACCGGTTAAGGCATCA 52
R AGTCGGTTTTGGTGAAAGCA
cMDH clementine0.9_015365m F CCTGTGATTCTGCACATGCT 131
R CATGCCTCAACAGCATCAGT
ME clementine0.9_033758m F AGAAGGTTACCGTGGTGTGG 127
R TTCTGGATCCCACATGTTCA
CS clementine0.9_009277m F AAACCCCTGGCCAAATGTT 141
R AGAGCTCGGTCCCATATCAACT
ACO clementine0.9_001896m F GGCAAGTCATTCACATGCGTT 108
R TGAAGAAGTAGACCCCGGTTGA
FUM clementine0.9_008282m F AATTGCTGCACGAGTCATTG 95
R CTCCTTGTGAGCCTTCTTGG
mMDH clementine0.9_014978m F AAGGACCTGTGCTCTGCAAT 92
R GCAGCAATTGGAACAGTTGA





Secuencia del oligo (5´- 3’)Gen
 
*Código EST se refiere al nombre de transcrito disponible en la base de datos del Consorcio 
Internacional del Genoma de Cítricos (ICGC; http://www.citrusgenome.ucr.edu/). 
 
3.2.6 Actividades enzimáticas 
La actividad de los enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
(TCA) y citosólicos en las raíces se midió en las fr cciones mitocondrial y 
soluble, respectivamente. Las muestras fueron obtenidas a partir de grupos 
de 30 plantas por tratamiento (con tres réplicas) utilizando 100 g de PF de 
raíces fibrosas en cada una.        
Las mitocondrias del tejido radicular se aislaron mediante el método 
general de Ikuma y Bonner (1967), modificado por Jackson et al. (1979). 
Así, después de la separación del resto de la planta, las raíces fibrosas se 
lavaron con agua destilada y se cortaron en secciones de 2 ó 3 mm de 
longitud. Las secciones cortadas (100 g PF) se tritura on en un mortero con 
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200 mL de un medio que contenía 0.3 M de manitol, 0.2% de BSA, 1 mM 
de EDTA y 20 mM de MOPS (pH 7.2). Después de ser filtrado a través de 
muselina, el homogeneizado se centrifugó durante 5 min a 3000 g y la 
fracción sobrenadante resultante fue centrifugada de nuevo durante 20 min a 
12000 g (1). El precipitado mitocondrial se resuspendió en el anterior medio 
(medio de lavado) y se centrifugó a 1500 g durante 10 min seguido de una 
precipitación final a 11000 g durante 15 min. El fluido sobrenadante fue 
cuidadosamente separado por aspiración de las mitocondrias sedimentadas. 
Para solubilizar las enzimas, las mitocondrias lavad s se resuspendieron en 
tampón 10 mM HEPES (pH 7.1) con 5 mM de mercaptoetanol. Se añadió 
Tritón X-100 hasta una concentración final del 0.4% y la muestra se agitó 
durante 15 min. Después de la incubación con Tritón X-100 la muestra se 
centrifugó durante 15 min a 36000 g y el sobrenadante se recogió para ser 
analizado inmediatamente. La fracción sobrenadante de la centrifugación a 
12000 g (1) se centrifugó otra vez a 80000 g durante 30 min para obtener la 
fracción soluble. Todas las operaciones se realizaron  temperaturas entre 0 
y 4ºC. 
Las actividades enzimáticas se ensayaron en las condici es 
descritas en las siguientes referencias: PEPC (Vance et al., 1983), PK 
(Moorhead y Plaxton, 1988), ME (Maurinol et al., 1997), MDH (Dannel et 
al., 1995), CS (Srere, 1967), ACO (Bacon et al., 1961) y FUM (Bergmeyer 
et al., 1974). Las actividades enzimáticas se midieron 
espectrofotométricamente (Lambda 25, Perkin Elmer, Shelton, CT, USA) en 
un volumen final de 3 mL de medio de reacción. Las re cciones se iniciaron 
al añadir de 50 a 200 µL de extracto proteico.  
El contenido en proteínas se analizó de la misma forma descrita en el 
apartado 3.1.3. 
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3.2.7 Análisis estadístico 
Los datos presentados sobre concentración de hierro en órganos 
(3.2.1), valores de SPAD, parámetros de fluorescencia y tasa de asimilación 
de CO2 en hojas (3.2.2) y  contenido en ácidos orgánicos en raíces (3.2.3) 
corresponden a la media y desviación estándar de 6 plantas independientes.  
Cada muestra para los análisis de la concentración de ácidos 
orgánicos en el medio de exudación o en la savia del xilema (3.2.4) procedía 
del conjunto de un grupo de 5 plantas. Los valores presentados 
corresponden a la media y desviación estándar de los de tres grupos de 
plantas por tratamiento. 
Para los análisis de expresión génica (3.2.5) se realizaron, al menos, 
tres extracciones independientes de ARN con sus correspondientes 
reacciones RT-PCR en tiempo real, que se repitieron tres veces en cada 
muestra. De forma similar, se efectuaron tres extracciones independientes de 
proteínas (3.2.6) a partir de tres grupos de 30 plantas por tratamiento. En 
cada extracto, las actividades enzimáticas se midieron por triplicado. En 
ambos casos los valores presentados son la media y desviación estándar de 
las tres réplicas. 
El análisis estadístico se efectuó como en el experimento anterior. 
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3.3 EXPERIMENTO 3: EFECTOS DEL BICARBONATO SOBRE 
LOS COMPONENTES GÉNICOS Y FISIOLÓGICOS DEL SISTEMA 
DE ADQUISICIÓN DEL HIERRO 
 
Este experimento se realizó con plantas sin injertar del patrón de 
cítricos FA-5 (híbrido de Citrus reshni Hort. ex Tan. x Poncirus trifoliata 
[L.] Raf.). 
El semillero donde se obtuvieron las plantas se manejó como en los 
apartados anteriores.  
Al cabo de 8 semanas, las plantas se seleccionaron por uniformidad 
de tamaño y se trasplantaron individualmente a macetas opacas de 0.5 L 
llenas de arena gruesa. Posteriormente, se separaron en dos grupos que se 
nutrieron con la solución de Hoagland y Arnon adicionada o no con 10 mM 
NaHCO3. El pH de las soluciones nutritivas se ajustó a 8.0 con 1 M KOH o 
1 M H2SO4.  
Las plantas a las que se aplicaron soluciones con o si bicarbonato 
(+FeBic y +Fe, respectivamente) se distribuyeron al azar en el área 
experimental, manteniendo alrededor de su perímetro una fila de plantas 
guarda no incluidas en el experimento.  
Las condiciones de cultivo de las plantas en el inver adero fueron 
semejantes a las descritas en los apartados anteriores. 
Los tratamientos se mantuvieron durante 8 semanas y, 
posteriormente, las plantas de ambos tratamientos se extrajeron 
cuidadosamente de las macetas y se separaron los tallos de las raíces. Estos 
órganos se lavaron primero con agua corriente y después con agua 
desionizada. Posteriormente, se procesaron en función de los posteriores 
análisis.  
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3.3.1 Distribución y transporte del hierro 
La distribución del Fe absorbido en la planta completa se determinó 
utilizando 57Fe durante un periodo de marcado relativamente largo. Así, 
después de su cultivo con soluciones nutritivas quecontenían o no 
bicarbonato (+FeBic o +Fe, respectivamente), grupos de plantas de cada 
tratamiento se regaron durante 4 d con las mismas soluciones nutritivas 
donde el Fe se substituyó por 20 µM 57FeEDDHA. Al final del experimento, 
las plantas se extrajeron de las macetas, recolectando separadamente los 
tallos y las raíces. Las raíces se lavaron con aguadesionizada, y se trataron 
con una solución de HCl 0.05 M durante 3 min para eliminar el Fe 
extracelular y luego dos veces con agua desionizada destilada. Finalmente, 
se analizó la concentración de Fe en los órganos y el enriquecimiento en 
57Fe, por los procedimientos descritos en el apartado 3.1.5.  
El contenido total de 57Fe (57Fet en µg) en el órgano se calculó en 
función de la concentración en Fe en el órgano ([Fe] en µg g-1 DW) y el 
enriquecimiento en 57Fe ([∆57Fe] = % átomos 57Fe en exceso), según la 
ecuación 2. 
 
                   [Fe] x PS x [(∆57Fe]   
Ecuación 2: 57Fet = ----------------------------- 
                           100 
 
3.3.2 Influjo de 57Fe en las raíces 
Los influjos de 57Fe en raíces de plantas tratadas o no con 
bicarbonato (+FeBic o +Fe, respectivamente) se determinaron de la forma 
detallada en el apartado 3.1.5. 
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3.3.3 Parámetros fotosintéticos 
En ambos tratamientos la tasa de asimilación neta d CO2, el 
contenido en clorofila y los parámetros de fluorescencia de ésta se 
determinaron en el mismo tipo de hojas y por los mimos procedimientos 
descritos en el apartado 3.2.2. 
 
3.3.4 Expresión de genes relacionados con el sistema de absorción de Fe  
El análisis de la expresión génica se efectuó según lo expuesto en el 
apartado 3.1.1.  
 
3.3.5 Actividades enzimáticas 
Las actividades de las enzimas Quelato férrico reductasa (FC-R), H+-
ATPasa y Fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC) se valoraron por los 
métodos expuestos 3.1.4, 3.1.5 y 3.2.6. 
 
3.3.6 Acidificación del medio radicular 
La capacidad de acidificación de las raíces se determinó en las 
plantas tratadas con +Fe y +FeBic. Después de su extracción y lavado se 
transfirieron a recipientes que contenían medios de incubación (250 mL) 
constituidos por la anterior solución nutritiva con y sin 10 mM de HCO3
- 
(MI+Bic y MI, respectivamente). Estos medios se ajustaron a pH 8.5 con 
NaOH 5 mM (Panreac). Las plantas se incubaron durante 24 h en la misma 
cámara de cultivo y con iguales condiciones que las descritas anteriormente 
(apartado 3.1.3). La acidificación del medio se determinó midiendo los 
cambios de pH en la solución nutritiva con un pHmetro (Consort C531).   
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3.3.7 Análisis estadístico 
Los valores de los parámetros fotosintéticos (3.3.3) -índice SPAD, 
fluorescencia de la clorofila y Aco2- son la media de los de 6 plantas 
independientes por tratamiento. Los valores del resto de las determinaciones 
corresponden a la media y desviación estándar de tres réplicas por 
tratamiento, obtenidos a partir de tres grupos independientes de 10 plantas 
cada uno. 
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3.4 EXPERIMENTO 4. INFLUENCIA DEL BICARBONATO EN LA  
MOVILIZACIÓN DE LAS RESERVAS DE Fe DE LOS 
COTILEDONES EN UN MEDIO DE CULTIVO CARENTE DE Fe 
 
En este experimento se utilizaron semillas monoembriónicas de 
limonero (Citrus limon L. Burm). Después de la eliminación de las 
cubiertas, las semillas se esterilizaron superficialmente mediante inmersión 
durante 10 min en una solución filtrada de hipoclorito cálcico al 7% 
adicionada de Tween 20 al 0.1% (v/v). Inmediatamente después las semillas 
se lavaron tres veces con agua destilada estéril.  
Para la germinación de las semillas y posterior cultivo "in vitro"  de 
las plántulas se prepararon dos medios nutritivos que contenían las sales 
minerales de Hoagland y Arnon con excepción del quelato de hierro, 
adicionándose 10 mM NaHCO3 en uno de ellos (-FeBic) pero no en el otro 
(-Fe). A ambos medios, se les añadió agar (Difco Bacto) al 0.7% (w/v) y se 
les ajustó el pH a 8.0 (mediante adición de 1 m KOH o 1 M H2SO4), antes 
de ser esterilizados en autoclave durante 20 min a 120ºC. Los medios se 
distribuyeron en tubos de 150 x 25 mm, dispensando 40 cc de medio en 
cada uno de ellos. Después de sembrar las semillas, los tubos se 
mantuvieron durante 21 d en una cámara de cultivo (Sanyo MCR-350H, 
Sanyo Electric Biochemical Co, Japón) a 27ºC de temperatura, 80% de 
humedad relativa y 200 µmol m-2 s-1 de intensidad luminosa durante 16 h al 
día. 
Posteriormente, las plántulas de ambos tratamientos se extrajeron 
cuidadosamente de los tubos y se separaron los tall de las raíces. Estos 
órganos se lavaron con agua desionizada y se procesa n en función de los 
posteriores análisis.    
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Un grupo adicional de plántulas que también fueron cultivadas 
durante 21 d en el tratamiento con bicarbonato (-FeBic) fue dividido en dos 
partes que se trasplantaron a otros dos grupos de tubos de cultivo preparados 
como en el caso anterior con la solución nutritiva completa de Hoagland y 
Arnon (conteniendo 20 µM de FeEDDHA) adicionada o no con 10 mM de 
NaHCO3 (+FeBic y +Fe, respectivamente). Un grupo adicional de plántulas 
se mantuvieron en el medio -FeBic como controles. Estas plántulas se 
mantuvieron otros 15 d en las mismas condiciones de cultivo anteriormente 
descritas, antes de ser extraídas y manipuladas como en el caso anterior. 
En los grupos de plántulas, establecidos en función del tratamiento al 
que fueron sometidas, se efectuaron las siguientes det rminaciones: 
 
3.4.1 Peso de los órganos (tallos, cotiledones y raíces) y concentración de 
Fe en los mismos  
3.4.2 Expresión de los genes relacionados con el sistema de absorción 
del hierro por las raíces  
3.4.3 Actividades de los enzimas H+-ATPasa, FC-R y PEPC en las raíces  
Las metodologías en cada caso se corresponden con las utilizadas en 
los experimentos 3.1 y 3.2. 
 
3.4.4 Análisis estadístico 
Los valores de todas las determinaciones son la media y esviación 
estándar de tres réplicas por tratamiento obtenidas a partir de tres grupos 
independientes de 10 plantas cada uno.   
El análisis estadístico se efectuó como en los anteriores 
experimentos. 
 
Material y Métodos 
81  
3.5 EXPERIMENTO 5. EFECTO DE LOS IONES Zn2+ Y Mn2+ 
SOBRE LOS COMPONENTES GÉNICOS Y FISIOLÓGICOS DEL 
SISTEMA DE ADQUISICIÓN DEL HIERRO 
 
Este experimento se realizó con plántulas de naranjo amargo (Citrus 
aurantium L.) obtenidas a partir de semillas germinadas “in vitro”,  según el 
procedimiento descrito en el experimento anterior. 
En el ensayo sobre el efecto del Zn2+, se preparó un medio de cultivo 
que contenía las sales minerales de Hoagland y Arnon con excepción del 
Fe-EDDHA y del ZnSO4·7H2O. Este medio se dividió en 4 partes, de las 
cuales una se dejó inalterada (-Fe0Zn), mientras que a cada una de las otras 
tres se les añadió separadamente 20 µM Fe-EDDHA (+Fe0Zn), 100 µM 
ZnSO4·7H2O (-Fe100Zn) o ambos compuestos (+Fe100Zn). En el ensayo 
paralelo con Mn2+ se procedió de forma semejante, preparando el medio d  
cultivo de Hoagland y Arnon desprovisto de Fe-EDDHA y MnSO4·H2O. 
Igualmente, este medio se dividió en 4 partes de las cuales una se dejó 
inalterada (-Fe0Mn) mientras que a las otras tres s les añadió 
separadamente 20 µM FeEDDHA (+Fe0Mn), 250 µM MnSO4·H2O             
(-Fe250Mn) o ambos compuestos (+Fe250Mn). 
A todos los medios se les añadió agar (Difco Bacto) al 0.7% (w/v) y 
se les ajustó el pH a 6.0 (mediante adición de 1 m KOH o 1 M H2SO4), 
antes de ser esterilizados en autoclave durante 20 min a 120ºC. Los medios 
se distribuyeron en tubos de 150 x 25 mm, dispensando 40 cc de medio en 
cada uno. Después de sembrar las semillas en ellos, los tubos se 
mantuvieron durante 30 d en una cámara de cultivo con las mismas 
condiciones que en el experimento anterior.  
Material y Métodos 
82 
Posteriormente, las plántulas de cada tratamiento se extrajeron 
cuidadosamente de los tubos y se separaron los tall de las raíces. Estos 
órganos se lavaron con agua desionizada y se procesa n en función de los 
posteriores análisis.    
En los grupos de plantas, establecidos en función del tratamiento al 
que fueron sometidas, se determinaron las analíticas de los apartados 
siguientes. 
 
3.5.1 Concentraciones de Fe, Zn y Mn en los órganos 
 
3.5.2 Expresión de los genes relacionados con el sistema de absorción de 
hierro por las raíces  
 
3.5.3 Actividad del enzima FC-R en las raíces  
 
3.5.4 Acidificación del medio radicular  
 
3.5.5 Influjo de 57Fe en las raíces  
Las metodologías en cada caso se corresponden con las utilizadas en 
los experimentos 3.1. 
 
3.5.6 Análisis estadístico 
Los valores de todas las determinaciones son la media y esviación 
estándar de tres réplicas por tratamiento, obtenidos a partir de tres grupos 
independientes de 10 plantas cada uno.   
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4.1 RESPUESTAS GÉNICAS Y FISIOLÓGICAS A LA 
DEFICIENCIA DE HIERRO DE DOS PATRONES DE CÍTRICOS 
CON DIFERENTE GRADO DE TOLERANCIA A LA CLOROSIS 
FÉRRICA  
 
El experimento 1 permitió caracterizar el sistema de absorción de Fe 
en plantas de cítricos cultivadas bajo condiciones d  clorosis férrica 
provocada por la ausencia total de Fe en la solución nutritiva. Así mismo, se 
estudió la regulación de los componentes que participan en dicho proceso en 
dos patrones de cítricos que presentan una respuesta diferente a la clorosis 
férrica, mandarino Cleopatra y citrange Carrizo (tolerante y sensible, 
respectivamente). 
 
4.1.1 Expresión de los genes que regulan la activida  de los enzimas y el 
transportador férrico 
En primer lugar se determinó la expresión de los genes HA, FRO e 
IRT, que regulan, respectivamente, la actividad de las enzimas H+-ATPasa y 
quelato férrico reductasa, y el transportador férrico en el sistema radical de 
los cítricos (Figura 10). 
Para cada tratamiento, el número de transcritos de los genes HA1 y 
HA2, fue similar en ambas plantas. Sin embargo, la expresión del gen HA1 
aumentó con la deficiencia de Fe en los dos patrones (1.9 y 1.8 veces en MC 
y CC, respectivamente), mientras que no se encontrar  diferencias 
significativas en la expresión  de HA2 entre los distintos genotipos. 
En cuanto a la regulación génica de la enzima FC-R, el gen FRO1 no 
mostró inducción con respecto a ningún patrón o tratamiento, mientras que 
la expresión del gen FRO2 aumentó significativamente como consecuencia 
Resultados y Discusión 
86 
de la deficiencia de Fe en ambos genotipos (3.1 y 1.4 veces en MC y CC, 
respectivamente). Curiosamente, la actividad de estgen registrada en el 
patrón tolerante siempre fue mayor que la del patrón sensible (entre 1.7 y 
3.9 veces, en las plantas +Fe y -Fe, respectivamente).  
La actividad de los dos genes que codifican la expresión del 
transportador férrico, IRT1 e IRT2, fue significativ mente mayor en las 
plantas del genotipo CC que en las de MC. El número d  transcritos del gen 
IRT2 no se vio afectado como consecuencia de la deficiencia de Fe en 
ningún patrón, mientras que el gen IRT1 mostró una inducción significativa 
en las plantas deficientes, que fue más pronunciada en el genotipo sensible 
(60.1%) que en el tolerante (26.7%). 
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Figura 10. Expresión relativa de los genes HA1, HA2, FRO1, FRO2, IRT1 e IRT2 medida 
mediante RT-PCR en tiempo real; (A) actividad H+-ATPasa; (B) actividad FC-R y (C) tasa 
de absorción de 57Fe, determinadas en raíces de los genotipos mandarino Cleopatra (MC) y 
citrange Carrizo (CC). Las plantas se cultivaron co s luciones nutritivas adicionadas 
(+Fe) o no (-Fe) con 20 µM FeEDDHA. Cada valor es media de tres repeticiones ± rror 
estándar. Para la comparación de medias se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD 
test al 95% de nivel de confianza.  
 
4.1.2 Capacidad de acidificación del medio externo 
Para medir la cantidad de protones liberados se introdujeron las 
plantas de ambos tratamientos y estados nutritivos en sus respectivas 
soluciones nutritivas ajustadas a pH 7, hasta el niv l del sistema radical. La 
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reducción del pH comenzó de inmediato en todos los tratamientos (Figura 
11). Las sucesivas medidas del pH de la solución mostrar n que la 
capacidad de acidificación fue más rápida en las plntas deficientes en 
hierro que en las plantas +Fe, aunque no se encontrar  diferencias entre los 
genotipos. 
En concreto, a las 8 horas de incubación, la cantidd de protones 
excretados al medio fue 88.1% mayor en las plantas -Fe que en las +Fe, 






































Figura 11. Capacidad de acidificación de las raíces de los genotipos mandarino Cleopatra 
(MC) y citrange Carrizo (CC), medida como los protones excretados durante un período de 
incubación de 8 horas. Las lecturas fueron realizadas en solución nutritiva adicionadas 
(+Fe) o no (-Fe) con 20 µM FeEDDHA para las plantas +Fe y –Fe, respectivamente. Cada 
valor es media de tres repeticiones ± error estándar. Para la comparación de medias se 
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4.1.3 Actividad de las enzimas H+-ATPasa y FC-R 
La determinación de la actividad enzimática responsable de la 
extrusión de protones mostró que las plantas deficientes en Fe (-Fe) tenían 
una actividad H+-ATPAsa considerablemente mayor que las plantas 
cultivadas en el medio con Fe (+Fe). Este aumento fue de 2.2 y 2.1 veces en 
MC y CC, respectivamente, aunque no se detectaron diferencias 
significativas en esta actividad entre ambos genotipos (Figura 10A). 
Los resultados de la figura 10B muestran que la capacidad de 
reducción de Fe3+ fue mayor en las raíces de las plantas deficientes qu  en 
las plantas control, y, cuando se compararon las plntas deficientes de 
ambos genotipos, la capacidad de reducción fue mayor en las raíces de MC 
que en CC. Así, la actividad FC-R de las raíces de las plantas deficientes de 
MC fue 4.4, 1.9 y 10.7 veces superior que en las plntas +FeMC, -FeCC y 
+FeCC, respectivamente. 
 
4.1.4 Absorción de 57Fe por las raíces 
 
4.1.4.1 Fe total e intracelular y enriquecimiento en 57Fe del sistema 
radical 
 La capacidad de absorción de Fe de las plantas se determinó en 
ambos genotipos y estados nutritivos mediante un tratamiento con 100 µM 
Fe(EDDHA) enriquecido al 95.2% con el isótopo estable 57Fe durante un 
periodo de marcado de 20 minutos. 
 Los datos de la tabla 3 muestran que la concentración de Fe total del 
sistema radical de las plantas de ambos patrones cultivadas con Fe fue más 
de dos veces superior que la de las plantas cultivadas en ausencia del 
elemento. Sin embargo, no hubo diferencias significat vas en el contenido 
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de Fe total de las raíces de las plantas +Fe de ambos genotipos, mientras que 
las raíces de las plantas -FeCC presentaron valores significativamente 
inferiores a los de -FeMC. 
 
Tabla 3. Concentración de hierro total de las raíces de los genotipos mandarino Cleopatra 
(MC) y citrange Carrizo (CC) cultivadas con soluciones nutritivas adicionadas (+Fe) o no 
(-Fe) con 20 µM FeEDDHA. Concentración de Fe intracelular en las raíces después de la 
retirada del Fe apoplástico según el método descrito por Bienfait et al. (1985). 
Concentración de átomos de 57Fe en exceso (∆57Fe) después de marcado con 100 µM
57FeEDDHA. 
Total Intracelular
Mandarino Cleopatra +Fe 426.3 a 187.7 b 0.61 c
-Fe 190.2 b 123.4 c 3.62 a
Citrange Carrizo +Fe 374.7 a 220.7 a 0.36 d
-Fe 116.5 c 86.0 d 1.94 b
Genotipo Tratamiento
Concentration Fe en raíces




ZCada valor es media de tres repeticiones independientes ± error estándar. Para la 
comparación de medias se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de 
nivel de confianza. Los valores con diferente letra n cada columna son significativamente 
diferentes. 
 
La figura 12 representa las curvas de flujo de salida de ión ferroso 
(Fe2+) de las raíces de plantas intactas de ambos genotipos y estados 
nutritivos. En todos ellos se produjo una fase de lib ración rápida de hierro 
de las raíces, seguida por una fase más lenta. Se supone que el hierro 
liberado en la primera fase representa el hierro acumulado en el espacio 
libre de la raíz. De estas curvas se observa, que un p riodo de 20 minutos de 
incubación en presencia de ditionita es adecuado para la determinación de 
hierro extracelular en las raíces.  






































Figura 12. Capacidad de liberación de Fe apoplástico de las raíces de los genotipos 
mandarino Cleopatra (MC) y citrange Carrizo (CC), medido como los iones ferrosos 
liberados durante un período de incubación de 20 minutos en presencia de Na2SO4 según el 
método descrito por Bienfait et al. (1985). Las plantas fueron cultivadas con soluciones 
nutritivas adicionadas (+Fe) o no (-Fe) con 20 µM FeEDDHA. La solución de incubación 
no fue renovada durante en este ensayo. Cada valor es media de tres repeticiones ± error 
estándar. Para la comparación de medias se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD 
test al 95% de nivel de confianza.  
 
En estas condiciones, las raíces de las plantas control de MC 
liberaron mayor cantidad de Fe2+ que los controles de CC, mientras que, 
comparando entre estados nutritivos, las plantas deficientes de ambos 
genotipos liberaron menor cantidad que sus respectivos controles (Tabla 3). 
La cantidad de hierro (en µg Fe2+ g-1 PS raíz) liberado del apoplasto de la 
raíz de las plantas +FeMC representó el 56% del contenido total de hierro de 
estas plantas, mientras que en las mismas raíces del tratamiento +FeCC este 
porcentaje fue cercano al 41%. En las plantas deficientes, el Fe apoplástico 
liberado representó el 35% y 26% del contenido de Fe total en las raíces de 
los genotipos MC y CC, respectivamente. La concentración de Fe restante 
(intracelular) en las raíces después de la extracción del hierro apoplástico 
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(método de Bienfait et al., 1985) fue mayor en las raíces de las plantas +Fe 
que en las -Fe, y de todos los tratamientos, los valores más bajos fueron 
registrados en las raíces -FeCC. La tabla 3 también muestra el 
enriquecimiento de 57Fe de las raíces (en % de átomos en exceso) después 
de la retirada del Fe apoplástico. En todos los casos, los enriquecimientos de 
57Fe más altos fueron encontrados en las raíces -Fe y en los dos 
tratamientos, el marcado fue más pronunciado en las raíces del genotipo MC 
que en CC. 
 
4.1.4.2 Tasa de absorción de 57Fe en el sistema radical  
La tasa de absorción de 57Fe en las células de la raíz se calculó con 
los datos de enriquecimiento en 57Fe (% ∆57Fe) del Fe intracelular (Tabla 3) 
y se recoge en la figura 10C.  Los resultados indican que la tasa de 
absorción de 57Fe de las células de la raíz de las plantas -Fe, cuando se 
someten a un tratamiento durante 20 minutos con 100 µM 57FeEDDHA, fue 
mayor que la observada en las plantas +Fe, cuando se compara entre 
genotipos. En particular, las plantas -FeMC alcanzaron el valor de tasa de 
absorción más alto (235.1 nmol 57Fe g-1 PS raíz h-1), que fue 3.9 veces 
superior que el encontrado en su control +FeMC. Las tasas de absorción de 
57Fe de las plantas -FeCC y +FeCC (87.8 y 41.8 nmol 57Fe g-1 PS raíz h-1, 
respectivamente) fueron inferiores a las encontradas en los mismos 
tratamientos de las plantas MC. 
 
4.1.5 Discusión 
Las raíces de las plantas incluidas en la denominada estrategia I -
entre las que se encuentran los cítricos- responden a la deficiencia de Fe 
mejorando la acidificación del apoplasto de la raíz, sí como induciendo la 
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actividad de la enzima encargada de la reducción de las formas férricas de la 
solución del suelo. Además, se activa una proteína transportadora que 
impulsa el transporte del ión Fe2+ a través de la membrana plasmática de la 
raíz (Schmidt, 1999; Abadía, 2002; Marschner y Römheld, 1994; Kim y 
Guerinot, 2007). Los resultados presentados en este exp rimento muestran 
las diferencias, tanto a nivel fisiológico como molecular, en la respuesta a la 
deficiencia de Fe de dos genotipos de cítricos, citrange Carrizo y mandarino 
Cleopatra, que pueden explicar su diferente resistencia a la clorosis férrica. 
En condiciones de presencia de Fe, no se detectaron diferencias en la 
expresión constitutiva de los genes HA1 y HA2 entre los dos genotipos, 
pero la carencia de hierro aumentó significativamente los niveles de 
transcripción del gen HA1 (Figura 10). Algunas investigaciones anteriores 
demuestran que la acidificación de la rizosfera despué  de la deficiencia de 
Fe depende en gran medida la expresión de algunos miembros de la familia 
génica HA (Santi y Schmidt, 2009), y coincidiendo con nuestros resultados, 
el gen CsHA1 de pepino está regulado por los niveles de Fe, mientras que el 
gen CsHA2 no se ve afectado (Santi et al., 2005). La actividad de la enzima 
H+-ATPasa aumentó en las raíces de las plantas deficientes de Fe de ambos 
genotipos (Figura 10A), aunque sin diferencias significativas entre ellos, y 
es consecuente con los resultados obtenidos sobre la capacidad de 
acidificación de la solución externa (Figura 11). Así pues, esta actividad 
enzimática está estrechamente regulada por la expresión del gen HA1.  
En estudios anteriores, se observó que dentro de una misma especie, 
existen genotipos sensibles y tolerantes a la clorosis férrica, y que difieren 
en su capacidad para acidificar la rizosfera (Rabotti y Zocchi, 2006; Rabotti 
et al., 1995; Tagliavini et al., 1995; Wey et al., 1997; Vizzotto et al., 1999; 
Dell'Orto et al., 2000b; Ksouri et al., 2006; Donnini et al., 2009; Jelali et al., 
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2010a). En un estudio sobre cítricos, Treeby y Uren (1993) observaron que 
las especies más tolerantes a la clorosis disminuían el pH de la solución 
nutritiva en respuesta a la deficiencia de Fe, mientras que los menos 
tolerantes no tenían esta capacidad tan desarrollada. Por el contrario, 
nuestros resultados no mostraron diferencias en esta r puesta al aporte de 
Fe entre los genotipos estudiados. Además, la extrusión de protones se 
produjo en las raíces de las plantas de ambos estados nutritivos, aunque este 
efecto fue más intenso en las plantas deficientes de Fe. 
También se analizó la expresión de los genes FRO en las raíces de 
las plantas, ya que se ha descrito que los niveles de transcripción de estos 
genes modulan fuertemente la absorción de hierro po las plantas, dado su 
papel clave en el proceso de reducción de Fe en la superficie de la raíz 
(Jeong y Connolly, 2009). Los resultados del gen FRO2, presentados en este 
documento, confirman el comportamiento inductivo deestos genes 
observado en otras especies como consecuencia de la ficiencia de Fe 
(Connolly et al., 2003). Así, el acusado incremento de los niveles d 
transcripción de FRO2 en el genotipo tolerante MC tras la ausencia de 
hierro, parece indicar la existencia de un sistema más eficaz que permite la 
reducción de hierro, supuestamente crítico contra el estrés férrico (Figura 
10). Por otra parte, los niveles relativamente altos de FRO2 encontrados en 
las raíces de las plantas control del genotipo MC en comparación con el 
control de CC, podrían sugerir una apreciable capacidad reductora 
constitutiva (Li et al., 2002).  
Por consiguiente, de acuerdo con la expresión del gen FRO2, las 
raíces de ambos genotipos indujeron su actividad reductora en condiciones 
de deficiencia de hierro (Figura 10B), aunque este ef cto fue más 
pronunciado en el portainjerto tolerante (MC). En este sentido, se ha 
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observado una estrecha relación entre la capacidad de reducción de las 
raíces y la tolerancia a la clorosis férrica de algunos genotipos de plantas 
leñosas (Dell'Orto et al., 2000a; Gogorcena et al., 2004), incluyendo 
cítricos, donde la deficiencia de Fe aumentó la actividad FC-R en mayor 
medida en las especies tolerantes a la clorosis que en las sensibles (Treeby y 
Uren, 1993; Manthey et al., 1994). Estas afirmaciones están de acuerdo con 
nuestros resultados, lo que indican que la deficiencia de Fe induce un grado 
de respuesta mayor para la reducción de Fe3+ en el sistema radical de 
mandarino Cleopatra que en citrange Carrizo. 
Por todo ello, la estimulación de la actividad de los enzimas H+-
ATPasa y FC-R en las raíces de las plantas con deficienc a de hierro, ha sido 
considerada por algunos autores como una acción sinérgica de ambos 
enzimas para mejorar la capacidad de adquisición de Fe, a través de la 
acidificación del apoplasto radicular y de la reducción de Fe3+ (Rabotti y 
Zocchi, 1994; Rabotti y Zocchi, 2006; Vizzotto et al., 1999; Dell’Orto et al., 
2000b; Donnini et al., 2009; M’sehli et al., 2009; Jelali et al., 2010a), como 
parece ocurrir en portainjertos de cítricos.  
De tal manera que, para determinar la tasa de absorción de Fe de las 
plantas de este experimento se realizó un ensayo de marcado con un quelato 
férrico (FeEDDHA) enriquecido en el isótopo de 57 neutrones (57Fe). La 
dilución isotópica se ha descrito como una técnica muy eficaz para este tipo 
de ensayos (Rodríguez-Castrillón et al., 2008). Anteriormente, se habían 
realizado estudios empleando isótopos radioactivos, pero la peligrosidad de 
los mismos dificultaba el manejo del material y el análisis de las muestras 
(Cesco et al., 2002; Bocanegra et al., 2006). También se ha utilizado la 
espectroscopía Mössbauer para detectar isótopos estables, pero esta técnica 
exige un alto enriquecimiento de los tejidos vegetales, difícil de conseguir 
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en los ensayos de nutrición comunes y sobre todo en aquellos que requieren 
un corto tiempo de marcado (Kilcoyne et al., 2000; Kovács et al., 2005). 
Finalmente, Rodríguez-Castrillón et al. (2008) estudiaron la absorción de 
57Fe en plantas de pepino utilizando por primera vez la espectrometría de 
plasma inducido (ICP-MS) de alta resolución para analizar el 
enriquecimiento del material vegetal. Se trata de una técnica de detección 
muy empleada en el análisis multielemental o de varios isótopos debido a su 
selectividad y alta sensibilidad a concentraciones de traza. En esta ocasión, 
los isótopos empleados son estables y no radioactivs y la sensibilidad del 
equipo elevadísima. Por todo ello, resulta ser una herramienta muy útil y 
eficaz para estudios de absorción, y es la que se ha legido para analizar 
todas las muestras de material vegetal enriquecido con 57Fe. La utilización 
de tiempos de exposición cortos (5 minutos) se descartó, porque con niveles 
de marcado muy bajos puede haber sobreestimaciones debidas a las 
pequeñas cantidades de trazador adheridas a la pared celular. Además, los 
errores cometidos al corregir el resultado en base a una hora, son más 
pronunciados con marcados cortos (Kronzucker et al., 1996). También se 
descartaron los tiempos más largos porque pueden produci se fenómenos de 
translocación del trazador. Por todo ello, se estableció un tiempo de 
marcado óptimo de 20 minutos, tiempo considerado adecuado para que el 
flujo de salida del isótopo desde el citoplasma sea prácticamente 
despreciable (Kronzucker t al., 1996). 
Finalmente, nuestros resultados mostraron que cuando l s plantas de 
ambos genotipos y estados nutritivos se sometieron a u tratamiento con 
quelato férrico enriquecido en 57FeEDDHA, el sistema radical de las plantas 
de ambos patrones inicialmente cultivadas en ausencia de Fe mostraron una 
tasa de absorción de 57Fe superior que las plantas cultivadas con la solución 
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nutritiva completa (Figura 10C). Fox et al. (1996) también obtuvieron un 
aumento de la capacidad de absorción de Fe inducida por la deficiencia de 
Fe en Pisum sativum, mediante el uso de un quelato enriquecido en 59Fe. 
Además, Manthey et al. (1994) midieron las cantidades de 55Fe 
transportados a las partes superiores de plantas de cítricos durante las 2 
semanas de crecimiento, tras un período inicial de 3 ías de exposición a 
FeHEDTA marcado con 55Fe. Estos autores proponen que el 55Fe 
transportado a los tallos y hojas fue proporcional al Fe activamente 
absorbido por las raíces; ya que probablemente, los niveles de 55Fe en las 
raíces reflejan en gran medida la precipitación no regulada de Fe en la 
superficie de la raíz. Por lo tanto, la translocación de 55Fe desde las raíces 
hasta los brotes en el genotipo tolerante a la clorosis Citrus macrophylla fue 
significativamente mayor para las plantas con deficiencia de Fe que para el 
control. Por el contrario, este aumento fue mucho menor en el genotipo 
citrange Troyer, sensible a la clorosis. Estos resultados apoyan en parte a los 
obtenidos en nuestro trabajo, aunque el método utilizado no es comparable. 
Para profundizar en las diferencias en la capacidad de absorción de 
hierro entre los dos genotipos y estados nutritivos, hemos analizado la 
expresión génica de dos miembros de la familia de genes IRT (IRT1 y 
IRT2), que se ha demostrado que codifican la expresión de los principales 
transportadores responsables de la alta afinidad en la absorción del metal 
(Eide et al., 1996; Vert et al., 2001, 2002, 2009). En primer lugar, nuestros 
resultados muestran que la expresión del gen IRT1 aumentó 
significativamente el número de transcritos en ambos p rtainjertos como 
consecuencia de la deficiencia de Fe; mientras que IRT2 no se vio afectado 
en ningún caso (Figura 10). Este hecho podría indicar un papel clave de 
IRT1 en la respuesta de los portainjertos de cítricos contra las condiciones 
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de deficiencia de Fe por medio del aumento de la cap cidad de transporte de 
hierro de la raíz, de acuerdo con informes anteriors sobre Arabidopsis 
(Connolly et al., 2002; Vert et al., 2002). Además, los resultados muestran 
que, en presencia de hierro externo, los niveles de expresión de IRT1 e IRT2 
fueron superiores en CC que en MC, lo que indica una mayor actividad de 
transporte constitutivo en el primer genotipo. 
Sin embargo, surge una aparente contradicción ya que se observa 
que el nivel de inducción de la expresión de los genes IRT en las raíces de 
ambos genotipos no se corresponde con las tasas de bsorción de 57Fe 
registradas, que fueron superiores en MC que en CC. Esto llevó a discutir si 
el aumento de la tasa de absorción fue consecuencia de un aumento de la 
actividad del transportador o de una mayor capacidad de reducción del 
Fe(III). De esta manera, Grusak et al. (1990) correlacionaron los cambios en 
la absorción de Fe con los cambios en la actividad de la reductasa en las 
raíces de P. sativum, y posteriormente, Manthey et al. (1993) sugirieron que 
los niveles de absorción de 55Fe en las plantas de cítricos mostraron una 
buena correlación con las tasas de reducción. Las evidencias presentadas en 
estos informes están de acuerdo con los resultados presentados en este 
manuscrito, indicando que el rasgo que refleja las diferencias en la 
tolerancia a la clorosis férrica entre los dos genotipos probablemente se 
relaciona con la capacidad de aumentar la reducción del ión férrico en 
respuesta a la deficiencia de Fe, que fue mayor en las plantas del genotipo 
tolerante MC. Este factor parece constituir el factor limitante para la 
adquisición de Fe, ya que, las tasas de absorción de 57Fe fueron también 
mayores en MC que en CC. Por el contrario, las respuestas de la expresión 
de los genes relacionados con la acidificación del medio (genes HA) o con 
el transporte de hierro (genes IRT), no se corresponden con las diferencias a 
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la tolerancia a la clorosis férrica encontradas anteriormente entre los dos 
patrones (Castle t al., 2009). 
Por otra parte, el genotipo tolerante a la clorosis férrica MC acumuló 
mayor cantidad de hierro en el apoplasto de su sistema radical que el 
genotipo sensible CC; y, de acuerdo con Strasser et al. (1999), la cantidad 
de Fe liberado del apoplasto radicular representó e la mayoría de los casos 
(-FeCC, +FeCC y -FeMC) menos del 40% del contenido total de Fe de la 
raíz, siendo la excepción las raíces de +FeMC, donde este porcentaje 
alcanzó un 56.0% (Tabla 3). Longnecker y Welch (1990) propusieron que la 
acumulación de hierro en el apoplasto radicular de la soja puede ser un 
factor de resistencia a la clorosis férrica, lo que s giere que el hierro del 
espacio libre puede servir como depósito de almacenamiento de hierro a 
corto plazo, que resulta más fácilmente disponible para la absorción y 
translocación del elemento que el Fe que ya ha sido absorbido por las 
células de la raíz. El hecho de que la cantidad de Fe apoplástico disminuyó 
durante la exposición de las plantas de cítricos a condiciones deficitarias de 
éste, apoya la hipótesis anterior. 
Por lo tanto, podemos concluir que el grado de tolerancia a la 
deficiencia de hierro en los cítricos parece estar determinada por el nivel de 
la inducción de la actividad FC-R de la raíz en condiciones de deficiencia de 
Fe, mediada por el incremento en la expresión del gen FRO2. Además, la 
resistencia a la clorosis férrica en estas plantas podría estar relacionada con 
la cantidad de hierro almacenada en el apoplasto de la raíz. 
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4.2 RESPUESTAS METABÓLICAS DE LAS RAÍCES A LA 
DEFICIENCIA DE HIERRO INDUCIDA 
 
El experimento 2 permitió evaluar la respuesta del m tabolismo de 
síntesis de ácidos orgánicos en las raíces de un patrón de cítricos bajo 
condiciones de clorosis férrica. 
 
4.2.1 Desarrollo de la clorosis 
En primer lugar se evaluó el estado de las plantas de citrange 
Carrizo, una vez transcurridos los dos meses de inducción a la clorosis 
férrica mediante el tratamiento de éstas con una solución nutritiva carente de 
fertilizante férrico. Así, las plantas cultivadas en condiciones de ausencia de 
Fe manifestaron claros síntomas de deficiencia de Fe en las brotaciones 
desarrolladas durante este periodo, que adquirieron un amarillamiento 
progresivo de las hojas más jóvenes. 
La tabla 4 muestra la concentración de Fe total en las hojas jóvenes y 
en la raíz fibrosa de las plantas sometidas a ambos tratamientos. Las plantas 
cultivadas bajo condiciones deficitarias de Fe (-Fe) experimentaron una 
reducción de la concentración de Fe en estas fracciones del 53.8% y 68.6%, 
respectivamente, en relación con el tratamiento control (+Fe). 
 
Tabla 4. Concentración de hierro total en las hojas jóvenes y raíz fibrosa de las plantas de 
citrange Carrizo regados durante 2 meses con una solución nutritiva con (+Fe) o sin (-Fe) 
20 µM de hierro.  
+Fe -Fe
Hojas jóvenes 71.19 ± 0.79 a 32.86 ± 0.16 b
Raíz fibrosa 219.07 ± 0.37 a 68.85 ± 0.43 b
Fe total (mg  kg-1 PS)  
ZCada valor es la media de 6 plantas ± error estándar. Para la comparación de medias se 
utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. Los 
valores con diferente letra en cada fila son significativamente diferentes. 
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En cuanto al estado del aparato fotosintético (Tabla 5), las plantas 
del tratamiento -Fe presentaron una disminución significativa en su 
contenido de clorofila (estimado como una reducción del 61.7% en el valor 
del índice de SPAD de estas hojas), en comparación con el de las plantas 
control (+Fe). Además, la deficiencia de Fe provocó una disminución en el 
rendimiento cuántico máximo del PS II (Fv/Fm) y en la relación entre la 
fluorescencia variable e inicial (Fv/Fo); así, como una reducción del 54.3% 
de la máxima actividad fotosintética o tasa de asimilación de CO2 (Amax) de 
las hojas cloróticas (-Fe), en comparación con las hojas de las plantas +Fe. 
       
Tabla 5. Índice de SPAD, parámetros de fluorescencia (Fv/Fm y Fv/Fo) y de intercambio 
gaseoso (ACO2) en hojas jóvenes de plantas de citrange Carrizo regadas durante dos meses 
con una solución nutritiva con (+Fe) o sin (-Fe) 20 µM de hierro. Fo, fluorescencia 
mínima; Fm, fluorescencia máxima; Fv, fluorescencia variable (Fv = Fm-Fo); Fv/Fm, 
variación de la máxima eficiencia del fotosistema II; Fv/Fo, ratio fluorescencia variable e 
inicial; ACO2, máxima actividad fotosintética.  
+Fe -Fe
SPAD 63.18 ± 1.01 a 24.2 ± 1.65 b
Fv/Fm 0.83 ± 0.01 a 0.65 ± 0.01 b
Fv/Fo 5.00 ± 0.10 a 1.86 ± 0.05 b
ACO2 (µmol m
−2 s−1) 6.58 ± 0.22 a 3.01 ± 0.12 b
 
ZCada valor es la media de 6 repeticiones ± error estándar. Para la comparación de medias 
se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. Los 
valores con diferente letra en cada fila son significativamente diferentes. 
 
4.2.2 Capacidad de biosíntesis de ácidos orgánicos  
 
4.2.2.1 Concentración de ácidos orgánicos en las raíces 
La figura 13A muestra los resultados del análisis del contenido 
endógeno de aniones orgánicos en el sistema radical de l s plantas de ambos 
tratamientos. Los ácidos orgánicos mayoritarios en el total de aniones 
encontrados fueron el citrato y el malato, representando más del 90% del 
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total de ácidos de este órgano. La deficiencia de Fe aumentó la 
concentración de estos aniones en las raíces, que registraron un incremento 
del 123.8% y 77.4% de citrato y malato, respectivamente, con respecto a las 
raíces de las plantas +Fe. Finalmente, el anión más abundante en las raíces 
de las plantas -Fe fue el citrato, que constituye más del 75% del contenido 
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Figura 13. Concentraciones de aniones citrato y malato en (A) el sistema radical, (B) el 
xilema y (C) el exudado radical de las plantas de citrange Carrizo regadas durante dos 
meses con una solución nutritiva con (+Fe) o sin (-Fe) 20 µM de hierro. Cada valor es la 
media de 3 repeticiones ± error estándar. Para la comparación de medias se utilizó análisis 
de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. Los valores con diferente 
letra indican diferencias significativas para cada uno de los aniones. 
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4.2.2.2 Concentración de ácidos orgánicos en el xilema 
Los ácidos orgánicos predominantes en el xilema también fueron el 
cítrico y el málico y la concentración de éstos registrada en la savia extraída 
del sistema radical de las plantas -Fe fue superior a la extraída de las plantas 
+Fe (Figura 13B). En este caso, la deficiencia de Fe provocó un aumento del 
contenido de ácidos cítrico y málico del 71.9% y 37.5%, respectivamente, 
en comparación con las plantas control. 
 
4.2.2.3 Concentración de ácidos orgánicos en el exudado radical 
Las raíces de las plantas deficientes en Fe liberaron mayor cantidad 
de citrato y malato, en comparación con las plantas +Fe (Figura 13C), 
cuando se pusieron a exudar en una solución ajustada a pH 7.0. Las tasas de 
liberación de citrato y malato tras un periodo de incubación de 12 horas 
fueron, respectivamente, 40.9% y 184.8% mayores en las plantas -Fe que en 
las plantas +Fe. 
 
4.2.3 Cambios en la actividad de las enzimas relacionadas con el 
metabolismo de los ácidos orgánicos y del transportador mitocondrial 
 
4.2.3.1 Expresión génica 
La figura 14 muestra la expresión relativa de los genes que codifican 
la actividad de algunos enzimas que intervienen en el metabolismo de 
biosíntesis de ácidos orgánicos, determinada en RNAextraído de las raíces 
de las plantas de ambos tratamientos. Las plantas -Fe registraron una 
expresión de los genes PEPC, cMDH, FUM, mMDH y CS del 55.1, 77.3, 
63.3, 54.5 y 117.4%, respectivamente, superior a la de las plantas control 
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+Fe. Sin embargo, la abundancia de transcritos de los genes ACO y ME no 
cambió significativamente en las plantas cultivadas sin Fe.  
Además, la expresión del gen que codifica la actividad de la proteína 
responsable del transporte de ácidos entre el interior y el exterior de la 
mitocondria (transportador de ácidos di-tricarboxílicos, DTC) también se 
indujo significativamente en las raíces del tratamiento -Fe, aumentando 
hasta el 61.9% en comparación con el control (+Fe). 























































Figura 14. Expresión relativa de los genes que regulan la actividad de las principales 
enzimas implicadas en la síntesis de ácidos orgánicos y del transportador de ácidos di-
tricarboxílicos mitocondrial (DTC), determinada en raíces de plantas de citrange Carrizo 
regadas durante dos meses con una solución nutritiva con (+Fe) o sin (-Fe) 20 µM de 
hierro. Cada valor es media de tres repeticiones ± rror estándar. Para la comparación de 
medias se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. 
Los valores con diferente letra son significativamente diferentes. 
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4.2.3.2 Actividad enzimática 
La tabla 6 muestra los resultados de la medida de las actividades 
enzimáticas que participan directamente en la biosínte is de ácidos 
orgánicos, que se midieron, según el caso, en extractos protéicos de la 
fracción soluble o mitocondrial de las células de la raíz de las plantas de 
ambos tratamientos. La deficiencia de Fe dio lugar a una mayor actividad de 
la enzima PEPC (100.3%) y MDH citosólica (132.6%), así como de las 
enzimas mitocondriales FUM (158.5%), MDH (117.2%) y CS (53.4%) con 
respecto a la registrada en las raíces de las plantas control. No obstante, las 
enzimas ME y ACO no mostraron cambios significativos en su actividad, 
mientras que la enzima PK redujo significativamente su actividad (30.8%) 
en ausencia de Fe. 
 
Tabla 6. Análisis de las actividades enzimáticas implicadas en la biosíntesis de ácidos 
orgánicos de las raíces de las plantas de citrange Carrizo regadas durante dos meses con 
una solución nutritiva con (+Fe) o sin (-Fe) 20 µM de hierro.  
+Fe -Fe
Enzimas citosólicas
PEPC 68.0 ± 5.8 b 136.2  ± 3.3 a
cMDH 614.5 ± 17.5 b 1429.5 ± 49.5 a
ME 79.4 ± 7.5 68.7 ± 9.1
PK 138.1 ± 5.3 a 95.5 ± 2.3 b
Enzimas mitocondriales
CS 156.3 ± 21.0 b 239.8 ± 32.3 a
ACO 17.9 ± 4.9 26.1 ± 6.9
FUM 40.2 ± 7.2 b 103.9 ± 28.5 a
mMDH 250.6 ± 19.0 b 544.2 ± 25.8 a
Actividad enzimática
(nmol NADH mg-1 proteína min-1)
 
ZCada valor es media de tres repeticiones ± error estándar. Para la comparación de medias 
se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. Los 
valores con diferente letra son significativamente dif rentes. 
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4.2.4. Discusión 
En este experimento, la deficiencia de Fe redujo severamente la 
concentración de Fe de las hojas. Este efecto también se acompañó de una 
marcada reducción de los niveles de clorofila, fluorescencia y parámetros de 
intercambio gaseoso, como fue observado previamente por otros autores en 
diferentes plantas (Morales et al., 1991; Abadía et al., 1999; Pestana et al., 
2005; Molassiotis et al., 2006; Jelali et al., 2011). Esto confirma que las 
plantas del patrón citrange Carrizo utilizadas en este experimento 
desarrollan los síntomas característicos de la deficiencia de Fe (clorosis 
férrica), cuando son cultivadas durante un periodo prolongado de tiempo 
utilizando una solución nutritiva con ausencia de Fe. 
Para entender mejor el comportamiento de los cítricos cuando están 
sometidos a condiciones de estrés férrico, es necesario conocer qué 
mecanismos se activan por la deficiencia de hierro y cómo están regulados. 
De esta manera, algunos estudios se han centrado en los cambios 
metabólicos que son inducidos por la clorosis férrica, y que provocan un 
aumento de las concentraciones de ácidos orgánicos en diferentes partes de 
la planta como raíces, hojas y xilema (Abadía et al., 2002; Zocchi, 2007 y 
referencias citadas por estos últimos autores). En este trabajo, las raíces de 
las plantas cultivadas en ausencia de Fe mostraron mayores niveles de 
citrato y malato que las raíces con aporte suficiente de dicho elemento 
(Figura 13), estando este efecto ligado a un aumento de la expresión de los 
genes que codifican las enzimas que participan en la síntesis de ácidos 
orgánicos (Figura 14). En consecuencia, las enzimas cito ólicas PEPC y 
cMDH mostraron un incremento significativo de su actividad en 
condiciones de deficiencia de Fe. La enzima PEPCasa cat liza la 
carboxilación del fosfoenolpiruvato a oxalacetato, que puede ser 
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posteriormente reducido a malato mediante la cMDH (Chollet et al., 1996). 
Esta estimulación de la enzima PEPC ante la deficiencia de Fe es 
coincidente con los resultados obtenidos en otras pl ntas como Beta 
vulgaris (Andaluz et al., 2002), Pisum sativum (Jelali et al., 2010b), 
Actinidia deliciosa (Rombolá et al., 2002) y Cucumis sativus (De Nisi y 
Zocchi, 2000). Además, en Medicago truncatula, la actividad de PEPCasa 
fue superior en raíces de plantas deficientes en Fe que en las plantas control, 
y el gen correspondiente (MtPEPC1) también fue regulado por la 
deficiencia de Fe (Andaluz et al., 2009). En algunas de estas plantas se 
observó la inducción de la enzima MDH por la deficin ia de Fe (López-
Millán et al., 2009; Jelali et al., 2010a), coincidiendo con el aumento de las 
concentraciones de malato en las raíces y en el xilma. También se ha 
descrito que las plantas deficientes en Fe aumentan su capacidad para fijar 
carbono procedente de bicarbonato, asociada a un aumento de la actividad 
PEPC con respecto al valor del control, constituyendo una de las principales 
vías de aporte de compuestos intermediarios del ciclo Krebs o ciclo de los 
ácidos di-tricarboxílicos (López-Millán et al., 2000). La inducción de este 
enzima también se asocia con la tolerancia de distinto  genotipos de Prunus 
a la clorosis férrica (Jiménez et al., 2011). Así mismo, es probable que la 
alcalinización del citoplasma asociado a la extrusión de protones puede 
causar la activación de la enzima PEPCasa, dando como resultado un 
aumento de la concentración de ácidos orgánicos para m ntener el pH del 
citoplasma de las células de la raíz (Abadía et l., 2002).  
Por otro lado, algunos enzimas mitocondriales que participan en el 
ciclo de Krebs, pueden sufrir cambios en su actividad en respuesta a la 
deficiencia de Fe, causando un aumento de las concentra iones de ácidos 
orgánicos en las raíces (Abadía et al., 2002). Nuestros resultados sugieren 
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que la biosíntesis de citrato y malato en la mitocondria de las raíces de 
cítricos debe estar regulada por la deficiencia de Fe, ya que se observó un 
fuerte aumento de las actividades de los enzimas FUM, mMDH y CS en 
condiciones deficitarias del elemento, unido a una estimulación de la 
expresión de los genes que las codifican, en comparación con las raíces de 
las plantas control. Por el contrario, la actividad de la enzima ACO de la 
raíz no se vio alterada por la deficiencia de Fe, lo que probablemente 
contribuye a la acumulación de citrato en las raíces de las plantas -Fe. Otras 
especies vegetales como tomate (López-Millán et al., 2009), soja (Zocchi et 
al., 2007), remolacha azucarera (López-Millán et al., 2000), guisante (Jelali 
et al., 2010a) y kiwi (Rombolá et al., 2002) también registraron un aumento 
significativo de la concentración de citrato en su sistema radical en 
respuesta a la deficiencia de Fe. En la mayoría de los casos, este efecto 
estuvo acompañado de un aumento en las actividades de las enzimas CS y 
ACO (Zocchi et al., 2007; López-Millán et al., 2000, 2009; Jelali et al., 
2010a). Y, se ha propuesto que el aumento de la síntesis de citrato puede 
estar relacionada con la inducción de la actividad e la enzima CS, mientras 
que la activación de la enzima ACO podría ser consecuencia de los niveles 
tan altos de citrato registrados en estas raíces (López-Millán et al., 2009). 
Por otro lado, la estimulación del ciclo de Krebs en las raíces de cítricos 
deficientes en Fe parece deberse al aumento de la producción de malato 
citoplásmico (mediante el aumento de la actividad de las enzimas PEPC y 
cMDH) más que por la vía del piruvato, ya que se det ctó una reducción de 
la actividad de la enzima PK en condiciones de deficiencia de Fe. La vía 
utilizada por las enzimas PEPC, cMDH y ME para sintet zar piruvato 
independientemente de la enzima PK, puede tener un papel esencial en el 
suministro de este ácido en el ciclo de Krebs, como se demostró en tejidos 
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no fotosintéticos (Chollet et al., 1996). Sin embargo, el malato citosólico 
parece tener un papel preferente en la alimentación del ciclo de Krebs en 
raíces de cítricos deficientes en Fe, especialmente considerando que, en 
estas condiciones, la actividad ME no se vio afectada. Además, esta 
hipótesis se apoya en las pruebas que indican que part  del malato generado 
puede ser transportado al interior de la mitocondria a través de un 
transportador específico. En este sentido, se observó un aumento 
significativo de la actividad del gen que codifica el transportador de ácidos 
di-tricarboxílicos en la mitocondria (DTC) en las raíces de cítricos 
cultivadas en ausencia de Fe. Esta proteína de transporte, localizada en la 
doble capa lipídica de la membrana interna de la mitocondria, se encuentra 
muy extendida en el reino vegetal, donde está altamente conservada. La 
proteína DTC transporta un amplio espectro de ácidos di- y tri-carboxílicos, 
y puede aceptar tanto la forma mono-protonada del citrato (H-citrato2-) 
como la forma des-protonada del malato (malato2-). Por lo tanto, este 
transportador puede regular ciertos procesos relacion dos con el 
metabolismo de los ácidos orgánicos, como el transporte de citrato o malato 
entre el citosol y la mitocondria (Picault et al., 2002). 
Además, la deficiencia de hierro provocó un aumento en la 
concentración de citrato y malato en la savia de las p ntas, sugiriendo que 
una proporción significativa de estos aniones producidos en las raíces son 
trasvasados al xilema, como ya se observó en otras especies (López-Millán 
et al., 2009; Rombolá et al., 2002). De hecho, el citrato forma quelatos 
estables con el hierro en el xilema (citrato-férrico), por lo que este ión 
desempeña un papel muy importante en el transporte de Fe a larga distancia 
(Tiffin, 1966a,b) y, recientemente, la proteína (FRD3) ha sido descrita como 
la responsable de la carga de citrato en el xilema (Durret et al., 2008). 
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Por otro lado, es importante destacar que en el present  estudio 
encontramos que las raíces de las plantas cultivadas en ausencia de Fe 
exudaban mayor cantidad de citrato y malato que las raíces de las plantas 
control, coincidiendo con otros informes en los que la deficiencia de Fe 
aumentó la exudación de ácidos orgánicos (Zocchi et al., 2007; Jelali et al., 
2010a). Jones (1998) sugiere que incluso, con bajas t s  de exudación de 
citrato se consigue la solubilización de cantidades  Fe(III) suficientes 
como para satisfacer las necesidades de la planta. Teniendo esto en cuenta, 
nuestros resultados parecen indicar que la función principal de esta mejora 
en la biosíntesis de citrato en las raíces bajo deficiencia de Fe, es aumentar 
la disponibilidad de citrato para la translocación de Fe a través del xilema, y, 
en menor término favorecer la solubilización de iónférrico del medio 
externo. También es probable que la alcalinización del citoplasma asociado 
a la extrusión de protones pueda causar la activación de la enzima PEPCasa, 
provocando un aumento de la concentración de ácidos orgánicos para 
mantener la homeostasis del pH del citoplasma de las células raíz (Abadía et 
al., 2002). 
En resumen, la deficiencia de Fe provoca la regulación de algunos 
genes relacionados con el metabolismo de los ácidos orgánicos, mejorando 
así la actividad de diversas enzimas, como PEPC, cMDH, FUM, mMDH y 
CS. Estos efectos tiene como resultado el aumento en la biosíntesis de 
citrato y malato en las plantas cultivadas en ausencia de Fe, y, 
posteriormente, el aumento de la liberación de estos compuestos al medio 
externo y al xilema, lo que facilita el proceso de a quisición de Fe debido a 
la mejora de la solubilización, reducción y transporte del elemento. 
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4.3 EFECTOS DEL BICARBONATO SOBRE LOS COMPONENTES 
GÉNICOS Y FISIOLÓGICOS DEL SISTEMA DE ADQUISICIÓN 
DEL HIERRO 
 
El experimento 3 permitió caracterizar la regulación del sistema de 
absorción de Fe en las raíces de un patrón de cítricos bajo condiciones de 
clorosis férrica inducida por el bicarbonato. 
 
4.3.1. Desarrollo de la clorosis y crecimiento de las plantas 
En este caso se eligió el patrón FA-5, considerado moderadamente 
tolerante a la clorosis férrica (Castle et al., 2009). Las plantas se cultivaron 
durante un tiempo con una solución nutritiva completa adicionada de 
bicarbonato. Al cabo de seis semanas de tratamiento co  10 mM HCO3
-, las 
hojas de las nuevas brotaciones de las plantas regadas con bicarbonato 
(tratamiento +FeBic), manifestaron síntomas de clorosis férrica. En 
concreto, el limbo de las hojas de las plantas +FeBic adquirió una tonalidad 
de un verde más pálido -ligeramente amarillento- que el de las plantas 
control (+Fe). En la tabla 7 se presentan los valores p omedio de la biomasa 
de la parte aérea y el sistema radical de las plantas de ambos tratamientos, 
así como la concentración de Fe total, el enriquecimi nto en 57Fe y el 
contenido de 57Fe de dichas fracciones. Las plantas cultivadas en el medio 
+FeBic registraron un descenso del 22.7% en su biomasa en comparación 
con las plantas +Fe. Comparando las fracciones princi ales de la planta, se 
observa que el tratamiento con bicarbonato produjo un efecto marcado sobre 
la materia seca de la parte aérea, que fue reducida en un 30.8% con respecto 
al control. Sin embargo, este efecto del bicarbonato como limitante del 
crecimiento fue menos pronunciado en el sistema radical que no mostró 
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diferencias significativas entre ambos tratamientos. En consecuencia, la 




Tabla 7. Biomasa, concentración de hierro total, 57Fe en exceso y contenido de 57Fe en la 
parte aérea y el sistema radical de las plantas del patrón FA-5 regadas durante 6 semanas 
con solución nutritiva (20 µM FeEDDHA) adicionada con 0 ó 10 mM NaHCO3 (+Fe y 
+FeBic, respectivamente). El marcado de las plantas con 57Fe se realizó regando las plantas 
durante 4 días con una solución nutritiva en que la fuente de fertilizante férrico se sustituyó 
por 20 µM 57FeEDDHA.  
 
PA SR PA SR PA SR PA SR
+Fe 0.52 a 0.14 79.1 a 210.1 a 4.18 a 1.29 b 1.72 a 0.38











ZCada valor es media de tres repeticiones ± error estándar. Para la comparación de medias 
se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. Los 
valores con diferente letra son significativamente dif rentes. 
 
4.3.2 Absorción de hierro y su distribución en la planta 
Las plantas cultivadas en presencia de HCO3
- mostraron una 
reducción en la concentración de hierro tanto en la parte aérea como en el 
sistema radical en comparación con el tratamiento control. La disminución 
en la concentración de Fe de la parte aérea y del sist ma radical de las 
plantas +FeBic fue de 59.4% y 42.8%, respectivamente (Tabla 7).  
La tabla 7 también muestra el enriquecimiento (o exceso) del Fe total 
del material vegetal en el isótopo 57Fe, expresado como %; y, el contenido 
total de 57Fe, expresado como microgramos de 57Fe absorbidos por las 
distintas fracciones de la planta tras un periodo de marcado de 4 días con 
una solución nutritiva en que la fuente de fertilizante férrico se sustituyó por 
20 µM 57FeEDDHA. El 57Fe total absorbido en toda la planta fue un 65.2% 
inferior en las plantas tratadas con bicarbonato (+FeBic) que en las plantas 
Resultados y Discusión 
114 
control. La figura 15 representa la distribución relativa del 57Fe absorbido 
por la raíz y la parte aérea de las plantas de ambos tratamientos, como el 
porcentaje de contribución de cada fracción de la planta al contenido total de 
57Fe de la planta. El aporte de bicarbonato provocó una mayor acumulación 
























Figura 15. Distribución relativa de 57Fe (%) absorbido por plantas de FA-5 regadas durante 
6 semanas con solución nutritiva (20 µM FeEDDHA) y adicionada con 0 ó 10 mM 
NaHCO3 (+Fe y +FeBic, respectivamente). El marcado de las p ntas con 
57Fe se realizó 
regando las plantas durante 4 días con una solución nutritiva en que la fuente de fertilizante 
férrico se sustituyó por 20 µM 57FeEDDHA. Cada valor es media de tres repeticiones ± 
error estándar. Para la comparación de medias se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y 




La figura 16 representa las curvas de flujo de liberación del ión 
ferroso (Fe2+) de las raíces de las plantas +Fe y +FeBic. En ambos casos 
hubo una fase de liberación rápida de hierro de las raíces seguido de una 
fase más lenta. Se asume que el hierro liberado en la primera fase representa 
el hierro procedente del espacio libre de la raíz. Las curvas de liberación de 
ión ferroso se ajustaron a una curva que alcanzó el máximo de liberación en 
torno a los 20 minutos de incubación en un medio con ditionita, por tanto 
este periodo se consideró adecuado para la determinación del hierro 
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extracelular en las raíces. En estas condiciones, las raíces del tratamiento 
+FeBic liberaron más cantidad de Fe2+ (25.2%) que las raíces control (Tabla 
8). Por otra parte, la cantidad de hierro liberado del apoplasto de las plantas 
+FeBic representa el 57.8% del contenido de hierro total del sistema radical 
(apoplásmico e intracelular), mientras que este porcentaje fue del 31.3% en 
las plantas control. La concentración restante (intracelular) en las raíces 
después de la extracción del hierro apoplásmico (por el método descrito por 
Bienfait et al., 1985) fue de 2.4 veces mayor en los controles que en las 


































Figura 16. Liberación de Fe del espacio libre de la célula (en µg g-1 PS raíz) de las raíces 
del genotipo FA-5, medido como los iones ferrosos excretados durante un período de 
incubación de 20 minutos en presencia de Na2SO4 según el método descrito por Bienfait et 
al. (1985). Las plantas fueron regadas durante 6 semanas con solución nutritiva (20 µM 
FeEDDHA) adicionada con 0 ó 10 mM NaHCO3 (+Fe y +FeBic, respectivamente). La 
solución nutritiva de incubación no fue renovada durante este ensayo. Cada valor es media 
de tres repeticiones ± error estándar. Para la comparación de medias se utilizó análisis de 
varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confia za.  
 
 La absorción de 57Fe en la células de la raíz se calculó con los datos 
de contenido de Fe intracelular y el enriquecimiento en 57Fe de esta fracción 
(Tabla 8). De manera que, la tasa de absorción de 57Fe de las raíces, medida 
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tras un período corto de marcado (20 min) fue un 64.4% inferior en las 
plantas +FeBic que en las plantas +Fe (Figura 17C). 
 
Tabla 8. Hierro apoplásmico liberado y contenido de hierro intracelular en las raíces de 
plantas de FA-5 regadas durante 6 semanas con solución nutritiva (20 µM FeEDDHA) 
adicionada con 0 ó 10 mM NaHCO3 (+Fe y +FeBic, respectivamente). 
(1)Concentración de 
hierro Fe2+ liberado procedente del espacio libre de la raíz después de 20 minutos de 
incubación en una solución con Na2S2O4 (Bienfait et al., 1985), 
(2)Concentración de Fe 
remanente en las raíces después de la aplicación del método de Bienfait;  ∆57Fe = 





+Fe 62.8 b 137.5 a 1.44




(µg g-1 PS raíz)  
 
 
ZCada valor es media de tres repeticiones ± error estándar. Para la comparación de medias 
se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. Los 
valores con diferente letra en cada columna son significativamente diferentes. 
 
 
4.3.3 Estado del aparato fotosintético 
Las plantas cultivadas en la solución con bicarbonato (+FeBic) 
presentaron una reducción significativa del 33.9% en el contenido de 
clorofilas en comparación con las plantas control (+Fe), medido con el 
índice de SPAD (Tabla 9). El tratamiento +FeBic provocó una reducción del 
9.6% en el rendimiento cuántico máximo del fotosistema II (Fv/Fm) y del 
41.2% en la relación entre la fluorescencia variable e inicial (Fv/Fo), en 
comparación con +Fe. Además, el tratamiento +FeBic también inhibió un 
27.1% la actividad fotosintética o tasa de asimilación neta de CO2 (Amax) de 
las hojas. 
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Tabla 9. Índice SPAD, parámetros de fluorescencia (Fv/Fm y Fv/Fo) y tasa de asimilación 
neta de CO2 (ACO2, µmol m-2 s-1) medido en hojas jóvenes totalmente expandidas de 
plantas de FA-5 regadas durante 6 semanas con solución nutritiva (20 µM FeEDDHA) 
adicionada con 0 ó 10 mM NaHCO3 (+Fe y +FeBic, respectivamente).  
+Fe +FeBic
SPAD 66.18 a 43.77 b
Fv/Fm 0.83 a 0.75 b
Fv/Fo 4.73 a 2.78 b
ACO2 (µmol m
−2 s−1) 9.09 a 6.63 b
 
ZCada valor es media de seis plantas ± error estándar. Para la comparación de medias se 
utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. Los 
valores con diferente letra en cada columna son significativamente diferentes. 
 
4.3.4 Expresión génica y actividades enzimáticas 
 Las figuras 17 y 18 muestran la respuesta de los componentes del 
sistema de absorción de Fe en las raíces de las plantas de ambos 
tratamientos, mediante el análisis de la expresión de los genes que los 
regulan y de sus respectivas actividades enzimáticas. 
El tratamiento con bicarbonato afectó de diferente manera a la 
expresión de los genes que codifican la enzima H+-ATPasa (HA1 y HA2). 
Las plantas +FeBic mostraron un incrementó de la expresión del gen HA1 
del 19.1% con respecto al control, mientras que la de  gen HA2 no se vio 
afectada. Además, la actividad enzimática observada en l s plantas +FeBic 
fue un 39.3% superior que en las plantas control. 
 Con respecto a la expresión de los genes que controlan la actividad 
de la enzima FC-R, el tratamiento con bicarbonato indujo la expresión de 
los dos genes FRO identificados en cítricos. En concreto, se observó una 
inducción de la expresión de FRO1 y FRO2 en las plantas +FeBic del 
72.1% y 144.6%, respectivamente, cuando se comparó con las plantas +Fe. 
Estos resultados son concordantes con el incremento del 133.9% de la 
actividad FC-R observado en las plantas del primer tratamiento. 
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 El tratamiento con bicarbonato aumentó en 4.6 veces la abundancia 
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Figura 17. Expresión relativa de los genes HA1, HA2, FRO1, FRO2, IRT1 e IRT2 medida 
mediante RT-PCR en tiempo real; (A) actividad H+-ATPasa; (B) actividad FC-R; y (C) tasa 
de absorción de 57Fe, en raíces del patrón FA-5. Las plantas fueron regadas durante 6 
semanas con solución nutritiva (20 µM FeEDDHA) adicionada con 0 ó 10 mM NaHCO3 
(+Fe y +FeBic, respectivamente). Cada valor es media de tres repeticiones ± error estándar. 
Para la comparación de medias se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% 
de nivel de confianza. Los valores con diferente letra son significativamente diferentes. 
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 Y por último, la abundancia de transcritos del genque codifica la 
enzima PEPCasa (PEPC1) en las raíces de las plantas trat das con  
bicarbonato fue 54.8% superior que en las raíces de las plantas +Fe (Figura 
18A). Además, el tratamiento +FeBic experimentó un a mento de 3.1 veces 
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Figura 18. (A) Expresión relativa del gen PEPC1 medida mediante RT-PCR en tiempo real 
y (B) actividad de la enzima PEPCasa, en raíces del patrón FA-5 regadas durante 6 semanas 
con solución nutritiva con 20 µM FeEDDHA y con 0 ó 10 mM NaHCO3 (+Fe y +FeBic, 
respectivamente). Cada valor es media de tres repeticiones ± error estándar. Para la 
comparación de medias se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de 
nivel de confianza. Los valores con diferente letra son significativamente diferentes. 
 
4.3.5 Liberación de H+ 
 La tabla 10 muestra la capacidad de variación del pH de las plantas 
pretratadas durante 6 semanas con bicarbonato y su control, medida tras la 
inmersión de las plantas durante 24 horas en un medio de incubación 
carente de bicarbonato (MI). En estas condiciones, las plantas pretratadas 
con bicarbonato (+FeBic) presentaron la mayor bajada del pH de la solución 
de incubación (cerca de 1.5 unidades). Este valor fue menor (alrededor de 
0.7 unidades) para las plantas que no se pretrataron con HCO3
- (+Fe). 
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Además, la incorporación de  HCO3
- en los medios de incubación (MI+Bic) 
dio lugar a una caída del pH más atenuada, probablement  debido a la 
capacidad amortiguadora del ión bicarbonato. En este caso, la reducción de 
pH registrada en ambos tratamientos no superó las 0.5 unidades, no 
apareciendo diferencias significativas entre los pre-tratamientos. 
 
Tabla 10. Acidificación del medio de las raíces de las plantas de FA-5 pre-tratadas durante 
6 semanas con solución nutritiva (20 µM FeEDDHA) adicionada con 0 ó 10 mM NaHCO3 
(+Fe y +FeBic, respectivamente). Los valores de pH se midieron después de 24 h de 
incubación en un medio adicionado o no con 10 mM de NaHCO3 (MI+Bic y MI, 
respectivamente). La solución nutritiva de incubación no fue renovada durante en este 
ensayo.   
 
Inicial 24 h     
+Fe MI 8.5 7.78 b
MI+Bic 8.5 8.24 a
+FeBic MI 8.5  6.93 c
MI+Bic 8.5 8.01 a
Pre-tratamiento Medio de incubación 
Lectura pH  
ZCada valor es media de tres repeticiones ± error estándar. Para la comparación de medias 
se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. Los 
valores con diferente letra en cada columna son significativamente diferentes. 
 
4.3.6 Discusión 
Las plantas del patrón FA-5, en las que se indujo la clorosis férrica 
mediante adición de bicarbonato en la solución nutritiva, manifestaron 
síntomas visibles de deficiencia de Fe, principalmente, en las hojas más 
jóvenes brotadas durante el periodo de tratamiento. Además, la adición de 
NaHCO3 en la solución de riego provocó un efecto depresivo obre algunos 
parámetros fisiológicos como el crecimiento de las pl ntas, la concentración 
de hierro, el contenido de clorofila de las hojas y la tasa de fotosíntesis. De 
esta manera, el tratamiento con bicarbonato redujo el crecimiento de la parte 
aérea (expresado como peso seco), mientras que la biom sa de las raíces no 
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se vio afectada por el tratamiento. Este resultado mbién ha sido descrito en 
especies como Oleae europeae (De la Guardia y Alcántara, 2002) y 
Arabidopsis thaliana (Msilini et al., 2009), donde parece que ambas 
fracciones manifiestan diferente sensibilidad a la  presencia de bicarbonato. 
Las plantas +FeBic mostraron una disminución significativa de la 
concentración de Fe tanto en la parte aérea como en las raíces cuando se 
compararon con las plantas control, lo que indica que el HCO3
- inhibe la 
absorción de Fe, como fue confirmado con los ensayos de marcado con 
57Fe. Además, los resultados de distribución de 57F en la planta indican una 
limitación del transporte de hierro desde las raíces a la parte aérea en las 
plantas tratadas +FeBic, de acuerdo a lo descrito en otras en especies 
arbóreas como olivo (De la Guardia y Alcántara, 2002) y melocotonero 
(Gharsalli y Hajji, 2002). Este efecto ha sido atribuido a la inmovilización 
de hierro dentro de apoplasto radicular, probablemente debido a un pH 
apoplásmico elevado, que restringe la translocación de Fe a los brotes 
(Mengel, 1994; Kosegarten y Koiro, 2001; Zribi y Gharsalli, 2002; Mengel 
et al., 1994). Esta posibilidad fue confirmada por el estudio de los niveles de 
Fe del apoplasto radicular, liberado siguiendo el método descrito por 
Bienfait et al. (1985), que se considera la técnica más adecuada pra la 
determinación del hierro acumulado en el espacio libre de las raíces. En 
nuestro experimento, el hierro acumulado en el apopl sto de las raíces de 
FA-5 tratadas con bicarbonato fue 25.2% superior que en los controles 
(Tabla 8). 
La inducción de la deficiencia de Fe, mediante incorporación de 
bicarbonato a la solución nutritiva, provocó la alteración del estado del 
aparato fotosintético de las plantas. En concreto, nuestros resultados 
mostraron una disminución en el contenido total de clorofila de las hojas de 
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las plantas de FA-5 expuestas al tratamiento con bicarbonato, de acuerdo 
con estudios previos que muestran que el bicarbonato provoca una 
reducción de la concentración de clorofilas en hojas de plantas de 
melocotonero (Molassiotis et al., 2006), vid (Ksouri et al., 2007), A. 
thaliana (Msilini et al., 2009) y guisante (Jelali et al., 2011). Además, 
Pestana et al. (2001) encontraron una disminución en la concentración de 
clorofila en las hojas de cítricos regados con solución nutritiva completa y 
en presencia de CaCO3, alcanzando valores similares a los exhibidos por 
plantas cultivadas utilizando una solución nutritiva carente de fertilizante 
férrico. El efecto de los tratamientos que mejoran la deficiencia de Fe en el 
contenido de clorofila se ha atribuido al papel del F  en la formación de 
algunos precursores de la biosíntesis de clorofila (Marschner, 1995). 
La presencia de bicarbonato también causó una disminución del 
rendimiento cuántico máximo del PS II (Fv/Fm) y de la relación entre 
fluorescencia variable e inicial (Fv/Fo) de las hojas cloróticas. Algunos 
informes también han mostrado una disminución de estos dos parámetros 
relacionados con la fluorescencia de la clorofila, en plantas cultivadas sin Fe 
de remolacha azucarera (Morales et al., 1991), melocotonero 
(Nedunchezhian et al., 1997) y cítricos (Pestana et al., 2005), así como en 
plantas tratadas con HCO3
- de guisante (Jelali et al., 2011) y patrones de 
melocotonero (Molassiotis et al., 2006). Por último, el tratamiento +FeBic 
indujo una disminución significativa en la tasa de asimilación neta de CO2 
de las hojas de FA-5, en comparación con las hojas de las plantas +Fe, como 
parece ocurrir en algunos portainjertos de melocotonero (Molassiotis et al., 
2006). 
Las alteraciones fisiológicas descritas anteriormente parecen 
deberse, principalmente, a una deficiencia de Fe induc da por el 
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bicarbonato; ya que los resultados presentados hasta hora indican 
claramente que este ión dificulta la absorción de hierro y su transporte. 
Además, estos efectos son similares a los observados en otras plantas 
afectadas por clorosis férrica (Abadía et al., 1999; Pestana et al., 2005; 
Molassiotis et al., 2006; Jelali et al., 2011). Por lo tanto, el siguiente paso 
fue estudiar los mecanismos por los cuales el HCO3
- limita la absorción de 
Fe en las raíces de los cítricos. 
En este sentido, se procedió al análisis de la expresión de los genes 
que regulan el sistema de absorción de Fe descrito en los experimentos 
anteriores. De este modo, el análisis mediante RT-PCR indicó una mayor 
expresión de los genes FRO1, FRO2 e IRT1 en las raíces de las plantas de 
FA-5 tratadas con bicarbonato, en comparación con las raíces del control. 
Puesto que está ampliamente aceptada la estimulación de estos genes en 
condiciones de deficiencia de Fe (Robinson et al., 1999; Connolly et al., 
2002; Vert et al., 2002; Waters et al., 2002; Li et al., 2004), la activación de 
éstos en presencia de bicarbonato demostraría la inducción de la clorosis 
férrica en las raíces de FA-5 tratadas con este ión. Por el contrario, Lucena 
et al. (2007) informaron que el tratamiento con bicarbonat   una 
concentración elevada (10-30 mM) de plantas deficientes en Fe, de guisante, 
tomate, pepino y Arabidopsis, inhibió el aumento de la expresión de los 
respectivos genes FRO e IRT1, probablemente provocado por la alteración 
de la expresión de ciertos factores de transcripción presentes en los centros 
de reacción eficientes del Fe (FER). Sin embargo, estos autores indicaron 
que el efecto del bicarbonato en los genes que codifi an el transportador de 
hierro y la enzima quelato férrico reductasa depende de la concentración del 
ión y de la especie vegetal. Por otra parte, la aparente discrepancia con los 
resultados de nuestro experimento, puede deberse a la utilización, en su 
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caso, de plantas cultivadas sin Fe, frente a nuestro experimento que se 
realizó en plantas cultivadas con Fe. 
Como era de esperar, el bicarbonato estimuló la expresión de los 
genes FRO en las raíces de FA-5 que provocó el aumento d  la actividad de 
la enzima FC-R, efecto mediado por la deficiencia inducida de hierro, que 
incrementa en gran medida la actividad del enzima en las raíces de los 
cítricos (Manthey et al., 1994), así como en otras plantas (Yi y Guerinot, 
1996; Susín et al., 1996; Cohen et al., 1997; Robinson et al., 1999). Sin 
embargo, parece que existe cierta controversia en la bibliografía sobre el 
efecto del bicarbonato en la FC-R. En algunos informes, el tratamiento de 
plantas deficientes en Fe con bicarbonato no mejora la capacidad de 
reducción de Fe(III) de las raíces, como parece ocurrir en pepino, guisante, 
tomate y Arabidopsis (Romera et al., 1997; Lucena et al., 2007). Sin 
embargo, otros estudios en peral (Donnini et al., 2009), vid (Ksouri et al., 
2007), cacahuete (Zuo et al., 2007), Arabidopsis (Msilini et al., 2009) y 
guisante (Jelali et al., 2010b) muestran resultados concordantes con los 
nuestros; de manera que, las plantas +FeBic aumentan la actividad FC-R de 
sus raíces, pero sin alcanzar los niveles detectados en las plantas cultivadas 
sin Fe. Finalmente, otros informes en plantas de cítricos y melocotonero a 
los que se suministró HCO3
- en concentración elevada recogen una 
reducción de dicha actividad FC-R (Chouliaras et al., 2004a; Molassiotis et 
al., 2006). No obstante, estos mismos autores, trabajando con portainjertos 
de cítricos, observaron que tanto las raíces de las plantas cultivadas con una 
solución nutritiva sin Fe, con un bajo suministro de Fe o con adición de 
HCO3
- manifestaron un aumento de la capacidad de reducción, en 
comparación con la actividad encontrada en las raíces de las plantas con un 
suministro adecuado de Fe (Chouliaras et al., 2004b). 
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Por otro lado, la incorporación de bicarbonato en la solución de 
riego aumentó la expresión del gen HA1 en las raíces de FA-5, que regula la 
actividad de la principal enzima responsable de la capacidad acidificadora 
de las raíces, pero no afectó a la expresión del gen HA2. En un trabajo 
anterior, Santi et al. (2005) informaron que el gen CsHA1 de pepino está 
regulado por el estado nutritivo de la planta, mientras que el gen CsHA2 no 
respondió a la deficiencia de Fe. Por otra parte, Lucena et al. (2007) 
observaron que la actividad del gen CsHA2 en plantas de pepino deficientes 
en Fe no se vio alterada por la adición de bicarbonato o de Fe, mientras la 
actividad del gen CsHA1 se redujo con ambos tratamientos. 
Las raíces de FA-5 inducidas a la clorosis mediante adición de 
bicarbonato, mostraron un aumento de la actividad de la enzima H+-ATPasa, 
probablemente debido a la mejora de la expresión del gen HA1. De acuerdo 
con esto, el ión HCO3
- aumentó la actividad del enzima en raíces de 
guisante cultivadas con Fe (Jelali et al., 2010b) y de peral, pero no en 
algunos patrones de membrillero (Donnini et al., 2009). También, el 
tratamiento con bicarbonato de una variedad de vid tolerante a la clorosis 
férrica, indujo una acidificación leve del medio asociada a una mayor 
actividad H+-ATPasa, en relación con la encontrada en las raíces del control 
(+Fe); sin embargo, estos efectos no se detectaron en una variedad sensible 
(Ksouri et al., 2007). El aumento de la extrusión de protones mediante la 
activación de una determinada enzima H+-ATPasa localizada en la 
membrana plasmática de las células epidérmicas de la raíz es una respuesta 
característica de las plantas de la estrategia I a l  b ja disponibilidad de Fe 
en el medio (Rabotti y Zocchi, 1994; Rabotti et al., 1995; Dell'Orto et al., 
2000b), y por lo tanto, el bicarbonato puede actuar indi ectamente en este 
proceso induciendo la deficiencia de Fe en la planta. 
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Nuestros resultados también mostraron que la actividad de la enzima 
PEPCasa fue mayor en las raíces de las plantas de FA-5 tratadas con 
bicarbonato que en las plantas control, y el correspondiente gen PEPC1 
también está regulado por el ión  HCO3
-. Este efecto podría estar controlado 
por la deficiencia de Fe inducida por el HCO3
-, ya que la actividad de la 
enzima PEPCasa también aumenta en las raíces de las plantas cultivadas con 
ausencia total de Fe (De Nisi y Zocchi, 2000; Rabotti et al., 1995; López-
Millán et al., 2000, 2009; Andaluz et al., 2002; Rombolá et al., 2002; Jelali 
et al., 2010b). Una tendencia similar también se observó en plantas de peral 
(Donnini et al., 2009) y de A. thaliana (Msilini et al., 2009) tratadas con 
bicarbonato. Por el contrario, en ciertos estudios realizados en plantas 
+FeBic de membrillero (Donnini et al., 2009) y guisante (Jelali et al., 
2010b), la actividad PEPCasa se mantuvo cerca de los va res de las plantas 
control o incluso disminuyó. La causa más probable de la activación de la 
PEPCasa es la alcalinización del citoplasma debido el tratamiento con 
bicarbonato, que provoca el aumento de la concentración de ácidos 
orgánicos para mantener el pH del citoplasma de las células de la raíz 
(Abadía et al., 2002). 
Todos estos resultados, parecen indicar que el bicarbon to activa los 
mecanismos de respuesta a la deficiencia de hierro en las raíces del patrón 
FA-5, y esto debería aumentar la absorción de Fe, en lugar de inhibirla 
como parece detectarse en nuestro experimento. La respuesta a esta 
controversia puede encontrarse en el efecto amortiguador que provoca el 
bicarbonato en la capacidad de acidificación del medio de las raíces de las 
plantas. 
Así, de acuerdo con el ensayo de acidificación (Tabla 10), cuando las 
plantas de ambos pre-tratamientos (+Fe y +FeBic) se introducen en una 
Resultados y Discusión 
127  
solución de incubación sin bicarbonato, se observa una disminución en el 
pH de dicho medio, aunque este efecto fue menor en las plantas no pre-
tratadas con HCO3
-. Sin embargo, la adición de bicarbonato al medio de 
incubación reduce la capacidad de acidificación de los dos grupos de 
plantas. Esto, probablemente, se debe a que el ion HCO3
- bloquea los H+ 
liberados por la bomba de protones de las membranas celulares (H+-
ATPasa), impidiendo, por tanto la acidificación del medio. Así, estos 
resultados confirman que el mecanismo de acción del ión bicarbonato sobre 
el sistema estudiado en este experimento debe ser a través de su poder de 
amortiguación. En apoyo a esta conclusión, algunos estudios realizados en 
patrones de melocotonero tratados con HCO3
- tampoco manifestaron 
extrusión de H+, indicando que este ión podría estar inhibiendo el proceso 
de acidificación de la rizosfera (Molassiotis et al., 2006). También se han 
encontrado resultados similares en A. thaliana (Msilini et al., 2009) y 
guisante (Jelali et al., 2010b). Entonces, como es ampliamente conocido, la 
bajada del pH rizosférico en condiciones de deficiencia de Fe, puede 
aumentar la movilización de las formas férricas poco solubles presentes en 
el suelo (Rabotti et al., 1995), aunque la reducción de la solubilidad del 
hierro como consecuencia de la interrupción del proces  de acidificación 
por el bicarbonato no puede considerarse como una causa de la inhibición 
de la absorción de Fe en plantas que crecen en soluciones nutritivas en las 
que el Fe se aplicó en forma de quelato soluble. Lo más probable es que el 
bicarbonato presente en el apoplasto radicular neutraliza los protones 
bombeados fuera del citosol, impidiendo la generación del gradiente 
electroquímico transmembrana que constituye la fuerza motriz para el 
transporte del ion ferroso (Zocchi y Cocucci, 1990). Por otra parte, el 
aumento del pH apoplásmico inducido por el bicarbonat  deprime la 
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actividad FC-R, que es dependiente del pH; y por lo tanto la absorción de 
Fe2+ en el simplasto (Mengel, 1994; Mengel et al., 1994). Además, en 
presencia de iones de HCO3
-, encontramos grandes cantidades de Fe 
atrapadas en el apoplasto de las células de la raíz, probablemente debido a 
un pH apoplásmico alto que restringe la translocación de Fe (Kosegarten y 
Koyro, 2001). 
De los datos obtenidos en este trabajo, podemos concluir que el 
bicarbonato impide la capacidad de acidificación del m dio de las raíces del 
patrón FA-5, lo que dificulta la absorción de Fe2+. Como consecuencia, la 
deficiencia de Fe inducida por este ión aumenta la expresión de algunos 
genes relacionados con el sistema de adquisición de Fe, como IRT1, FRO1, 
FRO2, HA1 y PEPC1 y la actividad de las enzimas correspondientes (FC-R, 
H+-ATPasa y PEPCasa).  
Finalmente, parece que a nivel de regulación molecular, el 
bicarbonato puede actuar de dos formas diferentes, dependiendo del estado 
del Fe. En algunas plantas con deficiencia de Fe (plantas -Fe), el 
bicarbonato bloquea la expresión de los genes implicados en las respuestas a 
la baja disponibilidad de Fe (Lucena et al., 2007); mientras que en plantas 
que tienen un suministro normal de Fe (plantas +Fe), la adición de 
bicarbonato impide la absorción de Fe y esta inducción de la deficiencia de 
Fe activa algunos de los genes relacionados con el sist ma de adquisición de 
Fe, como ocurre en los cítricos. En cualquier caso, la alteración de la 
expresión de estos genes conduce a cambios en los correspondientes 
procesos fisiológicos que parece que dependen del genotipo, la 
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4.4 INFLUENCIA DEL BICARBONATO EN LA MOVILIZACIÓN 
DE LAS RESERVAS DE HIERRO DE LOS COTILEDONES EN UN 
MEDIO DE CULTIVO CARENTE DE Fe 
 
El experimento 4 permitió determinar el efecto del bicarbonato sobre 
la translocación del Fe desde los cotiledones y la respuesta de las raíces 
cuando las semillas germinan en un medio carente de Fe. 
 
4.4.1 Crecimiento de las plántulas y distribución del hierro 
Tres semanas después de la siembra de las semillas en lo tubos de 
cultivo “in vitro” , las plántulas alcanzaron una longitud total de entre 15 y 
20 cm medidos desde el ápice de la raíz hasta el extr mo del tallo. El peso 
fresco de las plántulas crecidas en el medio -FeBic fue similar al de aquéllas 
cultivadas en el medio -Fe (Tabla 11). El efecto del bicarbonato sobre el 
crecimiento de las plántulas fue mucho más marcado en la fracción del tallo, 
que redujo un 30.5% su peso fresco con respecto al ntrol; mientras que en 
la raíz no se detectaron diferencias significativas entre tratamientos. En 
consecuencia, el ratio tallo/raíz disminuyó de 2.3 en las plántulas control a 
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Tabla 11. Biomasa (peso fresco) de las distintas fracciones (tallo, raíz y cotiledones) de las 
plántulas de Citrus limon cultivadas “in vitro”  durante 21 días en medio de cultivo sin 
hierro, adicionado con 0 ó 10 mM NaHCO3 (-Fe y -FeBic, respectivamente).  
 
Medio de cultivo -Fe -FeBic





ZCada valor es media de diez plántulas independientes por tratamiento. Para la 
comparación de medias se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de 
nivel de confianza. Los valores con diferente letra en cada fila son significativamente 
diferentes. 
 
A los 21 días de cultivo en los medios descritos anteriormente, se 
detectó una reducción de la concentración de hierro en el tallo y la raíz de 
las plántulas que germinaron en el medio con presencia de bicarbonato 
(Tabla 12). El descenso en la concentración de hierro de estas fracciones de 
las plantas -FeBic fue de 25.8 y 32.7%, respectivamente. Sin embargo, el 
contenido de Fe de los cotiledones de las plántulas ratadas con HCO3
-  fue 
69.8% superior al de las plantas control. 
Posteriormente, las plántulas cultivadas en el medio deficiente en Fe 
y suplementado con bicarbonato (-FeBic) fueron transferidas durante 15 
días a otro medio de cultivo con presencia de 20 µM FeEDDHA, y 
suplementado o no con bicarbonato (+FeBic y +Fe, respectivamente). En 
estas condiciones, las plantas de ambos tratamientos registraron un aumento 
de la concentración de Fe tanto en el tallo como en la raíz, aunque fue más 
atenuado en las plantas +FeBic (Tabla 12). Así, la concentración de Fe en el 
tallo y la raíz de las plántulas +FeBic registró un a mento de 33.3 y 262.7%, 
respectivamente, con respecto a los niveles de las plantas -FeBic. Cuando se 
Resultados y Discusión 
131  
comparó este parámetro entre las plantas +Fe y -FeBic el aumento fue de 
166.2 y 392.0%, respectivamente. 
 
Tabla 12. (A) Concentración de hierro en las distintas fracciones (tallo, raíz y cotiledones) 
de plántulas de Citrus limon cultivadas ”in vitro”  durante 21 días en medio de cultivo sin 
hierro, adicionado con 0 ó 10 mM NaHCO3 (-Fe y -FeBic, respectivamente). (B) 
Concentración de hierro en tallos y raíces tras el trasplante de plántulas pre-tratadas con -
FeBic durante 15 días en un medio de cultivo que contenía 20 µM FeEDDHA y adicionado 
con 0 ó 10 mM NaHCO3 (+Fe y +FeBic, respectivamente). Para los controles se utilizó otro 
grupo de plántulas transplantadas a un medio -FeBic. 
 
Medio -Fe -FeBic -FeBic +Fe +FeBic
Tallo 32.64 b 24.21 c 23.72 c 63.09 a 31.63 b
Raíz 47.57 c 32.02 d 30.30 d 149.14 a 109.93 b
Cotiledones 46.53 b 79.01 a    -    -    -
(A) 21 d después de siembra (B) 15 d después de transplante
Concentración de Fe (µg g-1 PS)
 
ZCada valor es media de tres grupos independientes de diez plantas por tratamiento. Para la 
comparación de medias se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de 
nivel de confianza. Los valores con diferente letra en cada fila son significativamente 
diferentes. 
 
4.4.2 Expresión génica 
La figura 19 muestra la respuesta de los genes relacionados con el 
sistema de absorción de Fe, estrategia I, en las raíces de las plántulas 
germinadas "in vitro"  y cultivadas durante 21 días en condiciones de 
deficiencia de Fe y con suplemento de ión bicarbonato. El medio que 
contenía bicarbonato incrementó la acumulación de transcritos de los genes 
de la enzima reductasa férrica FRO1 (3.4 veces) y FRO2 (2.2 veces) con 
respecto a las plántulas del tratamiento -Fe. También, la expresión del gen 
HA1 que codifica la enzima H+-ATPasa aumentó un 90% en las plántulas 
del medio -FeBic cuando se comparó con la de las plántulas -Fe. Por el 
contrario, la actividad de HA2 no se vio afectada por el tratamiento con 
bicarbonato. Por otra parte, la abundancia de transc ito  del gen IRT1 que 
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regula el transportador férrico fue estimulada por el tratamiento -FeBic en 
2.1 veces con relación al tratamiento -Fe, mientras que la del gen IRT2 no 
fue significativamente afectada por los tratamientos. La abundancia de 
transcritos del gen PEPC1 que regula la enzima PEPC en las plantas 
cultivadas en el medio -FeBic fue un 70.8% superior que en las plántulas      
-Fe. Finalmente, la expresión del gen NRAMP3 que codifi a para un 
transportador de Fe que actúa en la vacuola de los cotiledones fue reducida 
en un 59.0% en presencia de bicarbonato (-FeBic). 












































Figura 19. Expresión relativa de los genes HA1, HA2, FRO1, FRO2, IRT1, IRT2 y PEPC1 
en raíces y NRAMP3 en cotiledones medida mediante RT-PCR en tiempo real en plántulas 
de Citrus limon cultivadas ”in vitro”  durante 21 días en medio de cultivo sin hierro, 
adicionado con 0 ó 10 mM NaHCO3 (-Fe y -FeBic, respectivamente). Cada valor es media 
de tres repeticiones independientes ± error estándar. Para la comparación de medias se 
utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. Los valores 
con diferente letra son significativamente diferentes. 
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Este mismo estudio también se realizó en dos grupos de plántulas del 
tratamiento -FeBic tras cultivarlas durante 15 días en dos medios de cultivo 
en los que se adicionó fertilizante férrico (20 µM Fe) y a uno de ellos 
también se le incorporó 10 mM NaHCO3 (tratamientos +Fe y +FeBic, 
respectivamente). La figura 20 muestra la respuesta de los genes descritos 
anteriormente ante estos tratamientos. La transferencia de las plántulas a un 
medio con presencia de Fe redujo la expresión de dichos genes a niveles 
inferiores a los observados durante el pretratamiento -FeBic, aunque esta 
reducción fue más acusada en las raíces de las plántulas que se cultivaron en 
el medio sin bicarbonato (tratamiento +Fe). De esta manera, considerando 
como “valor relativo de 1” la abundancia de transcritos determinada para 
cada gen en las plántulas al final del pretratamiento -FeBic, la actividad de 
los genes FRO1, FRO2, HA1, IRT1 y PEPC1 en las plantas transplantadas 
al medio +Fe se redujo en un 80.8, 46.3, 62.0, 76.8 y 84.2%, 
respectivamente, y un 59.8, 20.4, 42.1, 21.3 y 52.6%, respectivamente, en 
las plantas transplantadas al medio +FeBic. Por el contrario, la expresión de 
los genes HA2 e IRT2 permaneció inalterada por los tratamientos. 
 

















































Figura 20. Expresión relativa de los genes HA1, HA2, FRO1, FRO2, IRT1, IRT2 y PEPC1 
medida mediante RT-PCR en tiempo real en puntas de raíz de plántulas de Citrus limon 
pre-cultivadas durante 21 días en un medio de cultivo ”in vitro”  sin hierro y suplementado 
con 10 mM NaHCO3 (-FeBic); y luego trasplantadas durante 15 días a un medio de cultivo 
que contenía 20 µM FeEDDHA adicionado con 0 ó 10 mM NaHCO3 (+Fe y +FeBic, 
respectivamente). Para los controles se utilizó otro grupo de plántulas transplantadas a un 
medio -FeBic. Cada valor es media de tres repeticiones ± error estándar. Para la 
comparación de medias se utilizó análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de 
nivel de confianza. Los valores con diferente letra son significativamente diferentes. 
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4.4.3 Actividades enzimáticas 
La tabla 13 muestra los valores de la actividad de las enzimas 
relacionadas con los genes anteriormente descritos (FC-R, H+-ATPasa y 
PEPCasa) medidos en puntas de la raíz de las plántulas de los tratamientos      
-Fe y -FeBic; así como tras la trasferencia de las plantas -FeBic a 
condiciones +Fe y +FeBic. La adición de NaHCO3 al medio (tratamiento     
-FeBic) provocó un aumento de la actividad FC-R (69.5%), H+-ATPasa 
(84.7%) y PEPCasa (97.4%), respectivamente, en relación a la actividad 
registrada en las plantas -Fe. Después, cuando las plántulas -FeBic fueron 
transferidas a los medios que contenían hierro la actividad de estos enzimas 
disminuyó drásticamente en las raíces de las plantas +Fe, y de forma menos 
intensa en las plantas +FeBic. 
 
Tabla 13. (A) Actividad de las enzimas quelato férrico reductasa (FC-R), protón ATP-asa 
(H+-ATPasa) y Fosfoenolpiruvato Carboxilasa (PEPCasa) medida en raíces de plántulas de 
Citrus limon cultivadas durante 21 días en medio de cultivo ”in vitro”  sin hierro y con 0 ó 
10 mM NaHCO3 (-Fe y -FeBic, respectivamente). (B) Mismas actividades tras el 
transplante durante15 días de plántulas pre-tratadas -FeBic a un medio de cultivo que 
contenía 20 µM FeEDDHA y con 0 ó 10 mM NaHCO3 (+Fe y +FeBic, respectivamente). 
Para los controles se utilizó otro grupo de plántulas transplantadas a un medio -FeBic. 
 
Medio de cultivo -Fe -FeBic -FeBic +Fe +FeBic
FC-R (nmol Fe2+ reducido g-1 PF h-1) 489.5 c 829.5 a 896.7 a 238.2 d 619.1 b
H+-ATPasa (nmol NADH mg-1prot min-1) 160.7 b 296.8 a 320.1 a 95.5 d 137.7 c
PEPCasa (nmol NADH mg-1prot min-1) 132.1 b 260.7 a 281.4 a 71.4 d 101.6 c
Actividad enzimática
(A) 21 d después de siembra (B) 15 d después de transplante
 
Z Los valores son medias de repeticiones por tratamiento. Los valores con diferente letra 
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4.4.4 Discusión 
La adición de bicarbonato a un medio de cultivo carente de hierro 
tiene un efecto depresivo sobre el desarrollo de las plántulas de cítricos que 
se desarrollan bajo estas condiciones. La presencia del ón HCO3
- provoca la 
reducción del crecimiento del tallo de las plántulas (expresado como peso 
fresco), mientras que parece que la raíz permanece i sensible al tratamiento. 
En este sentido, informes anteriores mostraron que el bicarbonato afectó 
más al crecimiento del tallo en algunas especies como guisante (White y 
Robson, 1990), olivo (De la Guardia y Alcántara, 2002), melocotonero y 
almendro (Gharsalli y Hajii, 2002) y Arabidopsis thaliana (Msilini et al., 
2009), que al crecimiento del sistema radical. Así mismo, la incorporación 
de HCO3
- al medio de cultivo produjo una disminución significat va en la 
concentración de Fe en el tallo y la raíz de las plántu as cultivadas en el 
medio -FeBic, cuando se las comparó con la concentración registrada en las 
plantas que se desarrollaron en el medio sin presencia de HCO3
-. Por el 
contrario, la concentración de Fe en los cotiledones fue superior en las 
plantas -FeBic que en las -Fe. Como en ambos casos, las emillas fueron 
germinadas en medios de cultivo carentes de Fe, y por tanto no existía 
aporte de Fe externo en el sistema, las diferencias en el contenido de hierro 
en los diferentes órganos observadas entre ambos tratamientos debe ser 
consecuencia de la translocación del Fe procedente de los cotiledones, que 
constituye la única fuente de Fe del sistema. Por lo tanto, en condiciones de 
ausencia de Fe en el medio, el bicarbonato efectivamente impide la 
translocación del hierro de los cotiledones a la raíz y el tallo, lo cual produce 
una bajada de la concentración de Fe en estos órganos y un aumento de ésta 
en los cotiledones, en comparación con lo ocurrido en las plántulas 
cultivadas en un medio sin Fe ni bicarbonato. Algunos informes anteriores 
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demostraron que la exposición de plantas de soja a un tratamiento con 
bicarbonato provocó la reducción del transporte de Fe desde el sistema 
radical hacia los órganos de la parte aérea (Fleming et al., 1984). También 
se observaron resultados similares en especies arbóre s como olivo (De la 
Guardia y Alcántara, 2002) y melocotonero (Gharsalli y Hajii, 2002). Este 
efecto ha sido atribuido a la inmovilización del hierro dentro del apoplasto 
radicular, probablemente, debido a un pH apoplásmico elevado, que 
restringe la translocación del Fe hacia las distintas brotaciones de la planta 
(Mengel, 1994; Mengel et al., 1994; Kosegarten y Koiro, 2001; Zribi y 
Gharsalli, 2002). En nuestro experimento, la adición de bicarbonato al 
medio de cultivo carente de Fe dio lugar a una significativa alcalinización 
del apoplasto de los cotiledones, que a su vez, podría ser la causa de la 
inhibición de la movilización del hierro y su translocación desde los 
cotiledones. La capacidad del floema para transportar hierro en forma de 
complejo y la cantidad de hierro transportado por esta vía hacia las raíces, 
parecen suficientes para provocar ciertas reacciones e  el sistema radical 
para mejorar la eficiencia en la absorción del elemnto (Maas et al., 1988). 
En este sentido, parece posible que el bicarbonato i hiba este transporte 
floemático desde los cotiledones, probablemente debido al efecto de 
alcalinización. 
Cuando las plántulas cultivadas en el medio -FeBic fueron 
trasplantadas durante 15 días a otro medio que contenía hierro y 
suplementado o no con NaHCO3 (+FeBic o +Fe, respectivamente), dichas 
plántulas incrementaron marcadamente su contenido de hierro en el tallo y 
la raíz, aunque en menor medida en las que fueron transferidas al medio de 
cultivo con presencia de ión HCO3
-. Esto sugiere que el bicarbonato también 
reduce la absorción directa de Fe por las plantas de cítricos cultivadas "in 
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vitro". En este sentido, se observaron efectos similares en otras especies 
como Lupinus y guisante (White y Robson, 1990), olivo y melocotnero 
(De la Guardia y Alcántara, 2002). 
El análisis de la expresión de los genes relacionads con la 
Estrategia I de absorción de Fe (en concreto de FRO1, FRO2, HA1 e IRT1), 
determinada mediante PCR en tiempo real, indicó una activación de dichos 
componentes en las raíces de las plantas deficientes  Fe y tratadas con 
bicarbonato, cuando se compararon con la registrada por las plantas 
cultivadas en un medio sin HCO3
-. Por el contrario, Lucena et al. (2007) 
describieron que el bicarbonato inhibía la expresión de FRO, HA1 e IRT1 
en plantas deficientes en Fe de varias especies de guisante, tomate, pepino y 
Arabidopsis, indicando que este efecto podría estar mediado por la 
alteración de la eficiencia de ciertos factores de trascripción (proteínas 
FER). La discrepancia con los resultados de nuestro xperimento puede ser 
debida a las condiciones del material vegetal utilizado en ambos ensayos, ya 
que Lucena et al. (2007) trabajaron con raíces de plantas cultivadas en 
condiciones de ausencia total de Fe; mientras que nosotros utilizamos raíces 
de plántulas que no pueden ser consideradas como un órga o totalmente 
deficiente en Fe, ya que recibían un suministro de este elemento que 
procedía de los cotiledones, pero que seguramente fue bloqueada por el 
bicarbonato. 
Como era de esperar, la inducción de la expresión de los genes FRO 
y HA1 en la raíz de las plántulas de cítricos tratad s con bicarbonato, 
también supuso un aumento de las actividades de los nzimas FC-R y H+-
ATPasa. Sin embargo, existe gran controversia en la bib iografía sobre los 
efectos del bicarbonato en estas enzimas. En algunos i formes, el 
tratamiento de las plantas deficientes en Fe con bicarbonato inhibió la 
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capacidad de reducción de Fe(III) del sistema radical, omo ocurre en 
pepino, guisante, tomate y Arabidopsis (Romera et al., 1997; Lucena et al., 
2007). Sin embargo, más de acuerdo con nuestros dat, los resultados de 
otros estudios en membrillero (Cinelli, 1995), peral (Donnini et al., 2009), 
cacahuete (Zuo et al., 2007), vid (Ksouri et al., 2007), Arabidopsis (Msilini 
et al., 2009) y guisante (Jelali et al., 2010b) mostraron que el tratamiento de 
plantas cultivadas en condiciones de suministro de hierro y bicarbonato 
(+FeBic) aumentaron la actividad FC-R de las raíces, p ro sin alcanzar los 
niveles detectados en plantas cultivadas en condiciones de ausencia total de 
Fe en el medio de cultivo. Finalmente, otros estudios indicaron que una 
elevada concentración de HCO3
- en la solución nutritiva puede reducir la 
actividad FC-R en árboles +FeBic de cítricos y melocot nero (Chouliaras et 
al., 2004a; Molassiotis et al., 2006). Así mismo, el tratamiento con HCO3
- 
provocó una mayor actividad de la enzima H+-ATPasa en raíces de plantas 
+FeBic de guisante (Jelali et al., 2010b) y de peral, pero no en varios 
genotipos de membrillero (Donnini et al., 2009). Además, un estudio 
realizado sobre dos variedades de vid cultivadas con Fe explicaba que la 
variedad tolerante a la clorosis férrica mostraba un  mejora de la actividad 
de este enzima en presencia de bicarbonato, mientras que, este efecto no fue 
detectado en la variedad sensible (Ksouri et al., 2007). 
Nuestros resultados también mostraron que la actividad de la enzima 
PEPCasa fue mayor en las raíces de las plántulas cutivadas en el medio        
-FeBic que en las plántulas -Fe. Una tendencia similar fue observada en 
raíces de plantas cultivadas en condiciones +FeBic de peral (Donnini  et al., 
2009) y A. thaliana (Msilini et al., 2009). Por el contrario, la actividad 
PEPCasa permaneció inalterada en el mismo estudio realizado en plantas de 
membrillero (Donnini et al., 2009) y de guisante (Jelali et al., 2010b). 
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Considerados todos estos resultados en su conjunto, el bicarbonato 
dificulta la translocación del ión Fe desde los cotiledones hacia el embrión 
en desarrollo, lo cual provoca la reducción del nivel de Fe en el tallo y la 
raíz de las plántulas. Entonces, el bicarbonato induce la deficiencia de hierro 
y provoca la activación de los mecanismos de respuesta de la estrategia I en 
la raíz de las plántulas de cítricos para mejorar la adquisición de Fe, como 
son el aumento de la expresión de algunos de los genes r lacionados con el 
sistema de absorción (FRO1, FRO2, HA1, PEPC1, IRT1) y de la actividad 
de las enzimas reguladas por éstos (FC-R, H+-ATPasa y PEPCasa) y del 
transportador férrico. La posibilidad de que el bicarbonato actúe 
indirectamente a través de la reducción de los niveles de hierro en la raíz, se 
apoya en los siguientes hechos: i) el tratamiento con bicarbonato provoca 
menor concentración de Fe en la raíz del tratamiento -Fe, y ii) la 
transferencia de las plántulas precultivadas con -FeBic a un medio con 
presencia de hierro (+Fe), ya sea con o sin bicarbon to provoca, en ambos 
casos, una reducción de los efectos genéticos y metabólicos de este ión. 
Además, está ampliamente aceptado el hecho de que la d ficiencia de Fe 
estimula la expresión de los genes anteriormente estudiados en las raíces de 
muchas plantas, así como la actividad de las enzimas codificadas por ellos 
(Abadía et al., 2002; Kim y Guerinot, 2007, y referencias citadas por estos 
últimos autores). 
Como consecuencia de ello, parece que, a nivel de expr sión génica, 
el bicarbonato puede actuar de forma diferente dependiendo del estado del 
Fe. Así, en plantas deficientes en Fe, el bicarbonato bloquea la expresión de 
los genes implicados en las respuestas a la baja disponibilidad de Fe 
(Lucena et al., 2007); mientras que, en presencia de una fuente de Fe -como 
son los cotiledones- el bicarbonato puede inhibir el t ansporte de Fe; y la 
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deficiencia de Fe inducida por el ión HCO3
- en este segundo caso, activa 
algunos de los genes relacionados con el sistema de adquisición de Fe, como 
ocurre en las raíces de las plántulas de cítricos. P r tanto, la alteración de la 
expresión de los genes conlleva respuestas metabólic s relacionadas con la 
deficiencia de hierro. 
La inhibición por el bicarbonato del transporte del F  desde los 
cotiledones a la plántula en desarrollo observada en C. limon, podría deberse 
a la inmovilización del Fe en las vacuolas de aquellos. En este sentido, se ha 
propuesto que la vacuola puede constituir un compartimento fundamental 
para el almacenamiento del hierro en las semillas, de forma que durante el 
inicio del desarrollo de la plántula, se movilizaría el Fe acumulado en este 
orgánulo, antes de que sea posible la absorción de este elemento del medio 
externo (Palmer y Guerinot, 2009). Lanquar et al. (2005) indicaron que la 
movilización de las reservas vacuolares de Fe mediante los transportadores 
NRAMP3 y NRAMP4 es un proceso crucial para la germinación de las 
semillas y el desarrollo temprano de las plántulas de Arabidopsis en 
ausencia de hierro externo. 
Los genes AtNRAMP3 y AtNRAMP4 que codifican para ambos 
transportadores muestran un alto grado de homología y su expresión se 
induce en condiciones de deficiencia de hierro (Thomine et al., 2003; 
Lanquar et al., 2005). Además, las proteínas transportadoras NRAMP3 y 
NRAMP4 se localizan en el tonoplasto, lo que apoya su función en la 
movilización de los depósitos vacuolares de Fe hacia el citosol (Thomine t 
al., 2003; Lanquar et al., 2005). Por consiguiente, la inhibición de la 
actividad del gen NRAMP3 por el HCO3
- en cotiledones de C. limon 
impediría la liberación del hierro desde el interior de la vacuola al reducir la 
actividad de su transportador a través del tonoplasto y, consecuentemente, 
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su retranslocación a otros órganos. En ausencia de Fe externo, los anteriores 
efectos, provocarían la disminución de los niveles d  Fe en la plántula en 
desarrollo e inducirían en la raíz las respuestas génicas y fisiológicas a la 
deficiencia de Fe anteriormente descritas. En apoyo de esto, Thomine t al. 
(2003), reportaron que en plantas de Arabidopsis que sobreexpresaban el 
gen AtNRAMP3, los niveles de expresión de los genes IRT1 y FRO2 eran 
más bajos, así como la actividad FC-R. 
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4.5 EFECTO DE LOS IONES Zn2+ Y Mn 2+ SOBRE LOS 
COMPONENTES GÉNICOS Y FISIOLÓGICOS DEL SISTEMA DE 
ADQUISICIÓN DEL HIERRO 
  
 Este experimento permitió estudiar la influencia de niveles elevados 
y deficitarios de Zn y Mn sobre el sistema de absorción de Fe en plantas de 
cítricos. 
 
4.5.1 Concentración de Fe y Zn en el sistema radical y la parte aérea de 
las plántulas germinadas en medio de cultivo con o sin Zn 
La figura 21 muestra la concentración de los iones hi rro (Fe) y zinc 
(Zn) en la parte aérea y en el sistema radical de las plántulas del 
experimento 5. Las plantas cultivadas bajo condiciones de ausencia de Fe 
registraron los valores más bajos de concentración de este elemento. En 
concreto, esta reducción fue de en torno al 60% en ambas fracciones de las 
plantas -Fe0Zn en relación con la analizada en el tratamiento +Fe0Zn. La 
adición de Zn al medio de cultivo, provocó una disminución de la 
concentración de Fe, en las plantas de los tratamientos +Fe. Así, las plantas 
+Fe100Zn presentaron una reducción en los niveles de concentración de Fe 
en la parte aérea y el sistema radical del 27.2 y 53.8%, respectivamente, en 
comparación con las plantas +Fe0Zn. Es de destacar que la concentración de 
Fe de la parte aérea de las plantas +Fe100Zn se redujo hasta niveles 
similares a los de las plantas deficientes. Por otro lado, la concentración de 
Fe de las plantas cultivadas en un medio deficiente  Fe y con presencia de 
Zn (-Fe100Zn) no presentó diferencias significativas con la de su control -
Fe0Zn.  
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En cuanto a los niveles de Zn, las plantas cultivadas en los medios de 
cultivo 0Zn, ya fuera en presencia o en ausencia de Fe, no mostraron 
diferencias significativas en la concentración del el mento (Figura 21). Sin 
embargo, al analizar este mismo parámetro en las plantas cultivadas en los 
medio de cultivo con presencia de 100 µM Zn, los dos tratamientos 
registraron un incremento notable de la concentración de este elemento en 
ambas fracciones de la planta. No obstante, se detectaron diferencias en la 
concentración de Zn del sistema radical de ambos tratamientos, de modo 
que las plantas deficientes en Fe (-Fe100Zn) alcanzaro  una concentración 





















































Figura 21. Concentración de hierro y zinc en la parte aérea y l sistema radical de plántulas 
del patrón naranjo amargo cultivadas “in vitro”  durante 1 mes en un medio de cultivo 
compuesto por solución nutritiva con 0 ó 20 µM FeEDDHA (-Fe y +Fe, respectivamente) y 
suplementada con 0 ó 100 µM ZnSO4 (0 Zn y 100 Zn, respectivamente). Cada valor es 
media de tres repeticiones ± error estándar. Para la comparación de medias se utilizó 
análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. Los valores con 
diferente letra son significativamente diferentes. 
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4.5.2 Expresión génica en condiciones con o sin Zn 
La figura 22 muestra el análisis de la expresión de los genes HA, 
FRO e IRT, que regulan la actividad de las enzimas H+-ATPasa y quelato 
férrico reductasa y el transportador férrico, respectivamente, determinado a 
partir del ARN total extraído del sistema radical de las plántulas de los 
distintos medios de cultivo. 
En primer lugar, en lo que respecta a los genes que regulan las H+-
ATPasas responsables de la capacidad de acidificación de las raíces, el 
número de transcritos del gen AH1 fue significativamente mayor en las 
plantas deficientes en Fe, en comparación con el regist ado en las plantas 
cultivadas en presencia de Fe. En ausencia de Zn2+, el aumento de la 
actividad de HA1 en las plantas deficientes en Fe fue casi del doble que en 
las plantas a las que se adicionó Fe (+Fe). Además, en las plantas +Fe, su 
expresión se vio también incrementada por la incorporación de 100 µM Zn 
al medio de cultivo. Por otro lado, el nivel de expresión del gen HA2 fue 
similar en todos los tratamientos. 
En cuanto a la regulación génica del enzima FC-R, el gen FRO1 no 
respondió a ningún tratamiento, mientras que la expresión del gen FRO2 fue 
inducida con niveles bajos de hierro. En concreto, n condiciones de 
ausencia de Zn, la deficiencia de Fe estimuló un 82.2% la expresión del gen 
FRO2. Además, la adición de Zn aumentó significativamente el número de 
transcritos de FRO2 en ambos tratamientos (3.1 y 2.4 veces, en las plantas 
+Fe100Zn y -Fe100Zn, respectivamente) en comparación con sus controles 
sin Zn.  
En ausencia de Zn, el gen IRT1 que codifica la expresión del 
transportador férrico, aumentó su actividad en las p ntas deficientes en Fe 
respecto a las nutridas con Fe (1.9 veces en las plntas -Fe0Zn en 
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comparación con las +Fe0Zn). Las plantas cultivadas en medio 
suplementado con 100 µM Zn, aumentaron la expresión del gen IRT1 en 
ausencia y presencia de Fe. Sin embargo, la adición de Zn provocó un 
aumento más acusado en las plantas +Fe que en las plantas -Fe (10.6 y 4.0 
veces, respectivamente). Por otro lado, el número d transcritos del gen 
IRT2 no se vio afectado ni por la ausencia de Fe ni como consecuencia de la 
adición de Zn. 
Finalmente, la expresión del gen NRAMP3 que codifica para un 
transportador de iones metálicos localizado en la vacuola, fue inhibido en 
torno a un 80% en los medios que contenían Fe (+Fe0Zn y +Fe100Zn) con 
respecto al medio que no contenía ambos microelementos. Además la 
adición de Zn (100 µM) al medio carente de Fe (-Fe100Zn) produjo una 
reducción de la actividad de NRAMP3 de un 54.0% respecto al control        
(-Fe0Zn). 
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Figura 22. Expresión relativa de los genes HA1, HA2, FRO1, FRO2, IRT1, IRT2 y 
NRAMP3 medida mediante RT-PCR en tiempo real, (A) liberación de protones, (B) 
actividad FC-R;y (C) tasa de absorción de 57Fe, determinadas en raíces de plántulas del 
patrón naranjo amargo cultivadas durante 1 mes en un medio de cultivo “in vitro”  
compuesto por solución nutritiva con 0 ó 20 µM FeEDDHA (-Fe y +Fe, respectivamente) y 
suplementada con 0 ó 100 µM ZnSO4 (0 Zn y 100 Zn, respectivamente). Cada valor es 
media de tres repeticiones ± error estándar. Para la comparación de medias se utilizó 
análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. Los valores con 
diferente letra son significativamente diferentes. 
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4.5.3 Acidificación del medio externo en condiciones con o sin Zn 
Los resultados de la figura 22A indican que tanto la deficiencia de 
Fe como la de Zn incrementaron la capacidad de liberar protones al medio 
externo. Las raíces de las plantas -Fe0Zn fueron las que mostraron máxima 
estimulación en la capacidad para liberar protones al medio externo, con 
aumentos del 118.3%, 111.0% y 247.1% con relación a las plantas +Fe0Zn, 
-Fe100Zn y +Fe100Zn, respectivamente. Por tanto, la incorporación de Zn 
al medio de cultivo redujo la extrusión de protones en ambos tratamientos. 
Sin embargo, esta bajada fue más acusada en las plantas deficientes en Fe 
(48.4%) que en las plantas cultivadas en presencia de Fe (37.3%). De esta 
manera, la cantidad de protones excretados al cabo de 24 horas por las 
plantas del tratamiento -Fe100Zn alcanzó niveles similares a los liberados 
por las plantas +Fe0Zn, mientras que las plantas +Fe100Zn registraron la 
menor tasa de liberación de protones. 
 
4.5.4 Actividad FC-R en condiciones con o sin Zn 
Como complemento al estudio molecular, también se analizó la 
actividad del enzima encargado de la reducción del ion férrico (FC-R). Los 
resultados muestran que la capacidad de reducción de Fe3+ fue mayor en las 
raíces de las plántulas cultivadas en ausencia de Fe. La presencia de Zn 
incrementó la actividad FC-R tanto en presencia como en ausencia de Fe 
(Figura 22B). Por consiguiente, las plántulas -Fe100Zn fueron las que 
registraron la actividad enzimática más elevada, con una inducción 2.7 
veces mayor que la registrada por su control -Fe0Zn. Cuando se compararon 
las raíces de los tratamientos +Fe, se observó que la pr sencia de Zn produjo 
un incremento de 4.9 veces en la actividad FC-R. 
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4.5.5 Tasa de absorción de 57Fe en condiciones con o sin Zn 
La figura 22C muestra la tasa de absorción de 57F de las células de 
la raíz de las plántulas cuando se someten a un tratamiento durante 20 
minutos con 100 µM 57FeEDDHA. Los resultados indican que las plantas 
que originariamente fueron cultivadas en ausencia de Fe presentaron mayor 
capacidad de absorción de 57Fe que las plantas cultivadas con presencia de 
Fe. Las plantas -Fe0Zn registraron el valor más alto con un incremento del 
195.1% con respecto a +Fe0Zn. La adición de 100 µM Zn al medio de 
cultivo con aporte normal de Fe (tratamiento +Fe100Zn) redujo la tasa de 
57Fe absorbido en un 34.9%, en comparación con su tratamiento control 
(+Fe0Zn). Por otro lado, la incorporación de Zn al medio de cultivo 
deficiente en Fe (tratamiento -Fe100Zn) también disminuyó la capacidad de 
absorción de 57Fe de las plantas en un 38.5% en comparación con su control 
-Fe0Zn. 
 
4.5.6 Concentración de Fe y Mn en el sistema radical y la parte aérea de 
las plántulas germinadas en medio de cultivo con o sin Mn 
La figura 23 muestra la concentración de los iones hi rro (Fe) y 
manganeso (Mn) en la parte aérea y en el sistema radical de las plántulas 
germinadas en medio de cultivo con o sin Mn. De manera similar a lo 
ocurrido en el estudio con o sin zinc, las plántulas cultivadas bajo 
condiciones de ausencia de Fe registraron los valores más bajos de 
concentración de este elemento. En este caso, las plantas del tratamiento           
-Fe0Mn acumularon 70.1 y 85.1% menos Fe en la parte aér a y el sistema 
radical, respectivamente, que las plantas +Fe0Mn. La incorporación de Mn 
al medio de cultivo, provocó una disminución de la concentración de Fe en 
las plantas cultivadas en el medio que contenía Fe (+ ). Así, las plantas 
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+Fe250Mn mostraron una bajada en la concentración de Fe en la parte aérea 
y el sistema radical de 61.9 y 45.7%, respectivamente, en comparación con 
su tratamiento control (+Fe0Mn). La concentración de Fe de la parte aérea 
de las plantas +Fe250Mn se redujo hasta niveles similares a los de las 
plantas deficientes. Por otro lado, la concentración de Fe de las plantas 
cultivadas en un medio deficiente en Fe y con presencia de Mn (-Fe250Mn) 
no presentó diferencias significativas con la de su control -Fe0Mn. 
Por otro lado, las plantas cultivadas en los medios e cultivo sin 
manganeso (+Fe0Mn y -Fe0Mn) no mostraron diferencias significativas en 
la concentración de Mn endógeno. Sin embargo, al incorporar 250 µM Mn 
al medio de cultivo se observó un incremento en la concentración de este 
elemento en ambas fracciones de la plantas. No obstante, la acumulación de 
Mn en las plantas de los tratamientos con 250Mn fue diferente en función de 
que el medio contuviera o no hierro. Así, las plantas cultivadas en el medio 
de cultivo sin Fe (-Fe250Mn) registraron los niveles más altos de Mn tanto 
en la parte aérea como en el sistema radical, que fueron 1.7 y 3.8 veces 
superiores, respectivamente, a los encontrados en las plantas +Fe250Mn. 
Por otro lado, comparando el Mn absorbido por las pl ntas 250Mn y sus 
respectivos controles 0Mn, se observó que el Mn acumulado por las plantas 
deficientes en Fe (-Fe250Mn) fue más de 80 veces superior al de su control 
(-Fe0Mn) tanto en la parte aérea como en el sistema radical. Sin embargo, 
esta subida solo fue de entre 10 y 25 veces (parte aé ea y sistema radical, 
respectivamente) cuando se compararon los mismos tratamientos en 
presencia de Fe (+Fe250Mn y +Fe0Mn). 
























































Figura 23. Concentración de hierro y manganeso en la parte aéea y el sistema radical de 
plántulas del patrón naranjo amargo cultivadas durante 1 mes en un medio de cultivo “in
vitro”  compuesto por solución nutritiva con 0 ó 20 µM FeEDDHA (-Fe y +Fe, 
respectivamente) y con 0 ó 250 µM MnSO4 (0 Mn y 250 Mn, respectivamente). Cada valor 
es media de tres repeticiones ± error estándar. Para la comparación de medias se utilizó 
análisis de varianza (ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. Los valores con 
diferente letra son significativamente diferentes. 
 
 
4.5.7 Expresión génica en condiciones en condiciones con o sin Mn 
La figura 24 muestra el análisis de la expresión de los genes HA, 
FRO e IRT, que regulan la actividad de las enzimas H+-ATPasa y quelato 
férrico reductasa y el transportador férrico, respectivamente, determinado a 
partir de ARN total extraído del sistema radical de las plántulas de los 
distintos medios de cultivo de este experimento. 
En primer lugar, en lo que respecta a los genes que regulan las H+-
ATPasas responsables de la capacidad de acidificación de las raíces, las 
plantas mantenidas en el medio de cultivo en ausencia de Fe manifestaron 
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un aumento en la expresión génica relativa del gen HA1, en comparación 
con la expresión detectada en las plantas cultivadas en los medios de cultivo 
con Fe. La incorporación de 250 µM Mn al medio de cultivo indujo un 
comportamiento diferente en la regulación de HA1 según si las plantas se 
hubieran cultivado en presencia o en ausencia de Fe. Así, mientras que la 
adición de Mn al medio -Fe (tratamiento -Fe250Mn) no aumentó la 
expresión de HA1 en comparación con su tratamiento control -Fe0Mn, el 
tratamiento +Fe250Mn vio incrementado un 40.1% el número de transcritos 
de HA1 cuando se comparó con la expresión +Fe0Mn. Sin embargo, la 
expresión de HA1 en las plantas +Fe250Mn nunca alcanzó el nivel de 
expresión de las plantas deficientes en Fe. Por otr lado, no se detectó 
inducción de la expresión del gen HA2 ni como consecuencia de la 
presencia/ausencia de Fe ni tampoco de Mn. 
En cuanto a la expresión de los genes identificados en cítricos como 
los responsables de regular la capacidad reductora de l s raíces, parece que 
el gen FRO1 no alteró su nivel de expresión con respecto a ningún 
tratamiento. Sin embargo, la deficiencia de Fe sí activó el gen FRO2. En 
concreto, las plantas sometidas al tratamiento -Fe0Mn experimentaron una 
inducción del 52.4% en la expresión de FRO2 en comparación con las 
plantas del tratamiento +Fe0Mn. Además, la incorporación de 250 µM Mn 
al medio de cultivo estimuló significativamente la expresión de FRO2. Así, 
la expresión de FRO2 en las plantas tratadas con Mn (+Fe250Mn) fue 1.3 
veces superior a la registrada en sus plantas control (+Fe0Mn), y algo mayor 
(1.7 veces) cuando se compararon los mismos tratamientos en ausencia de 
Fe.  
La deficiencia de Fe también estimuló la expresión del gen IRT1 que 
codifica la expresión del transportador férrico, que a mentó su actividad en 
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1.7 veces en las plantas -Fe0Mn en comparación con las +Fe0Mn. La 
adición de Mn al medio de cultivo provocó el aumento de la expresión de 
IRT1 en ambas condiciones de Fe. Los niveles de transc itos de IRT1 en las 
raíces de las plantas +Fe250Mn y -Fe250Mn, fueron de 1.8 y 1.6 veces, 
respectivamente, superiores a las registradas en sus re pectivos controles sin 
Mn. La expresión de IRT1 en las plantas +Fe250Mn sí alcanzó el nivel de 
expresión detectado en las plantas -Fe0Mn, no existi ndo diferencias 
significativas entre ellos. Nuevamente, el gen IRT2 no alteró su expresión 
bajo ningún tratamiento. 
Por último, la abundancia de transcritos del gen NRAMP3 que 
codifica la actividad de un transportador de iones m tálicos localizado en la 
vacuola, fue inhibido en más de un 75.0% en los medios que contenían Fe 
(+Fe0Mn y +Fe250Mn) con respecto al medio que no contenía ambos 
microelementos. Además la adición de Mn (250 µM) al medio carente de Fe 
(-Fe250Mn) produjo una reducción de la actividad de NRAMP3 de un 
39.1% respecto al control (-Fe0Mn). 
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Figura 24. Expresión relativa de los genes HA1, HA2, FRO1, FRO2, IRT1, IRT2 y 
NRAMP3 medida mediante RT-PCR en tiempo real; (A) liberación de protones; (B) 
actividad FC-R; y (C) tasa de absorción de 57Fe, determinadas en raíces de plántulas del 
patrón naranjo amargo cultivadas durante 1 mes en un medio de cultivo “in vitro”  
compuesto por solución nutritiva con 0 ó 20 µM FeEDDHA (-Fe y +Fe, respectivamente) y 
con 0 ó 250 µM MnSO4 (0 Mn y 250 Mn, respectivamente). Cada valor es media de tres 
repeticiones ± error estándar. Para la comparación de medias se utilizó análisis de varianza 
(ANOVA) y LSD test al 95% de nivel de confianza. Los valores con diferente letra son 
significativamente diferentes. 
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4.5.8 Acidificación del medio externo en condiciones con o sin Mn 
Las raíces de las plantas deficientes en Fe, indepeientemente del 
nivel de manganeso, fueron las que mostraron mayor estimulación en la 
capacidad para liberar protones al medio externo. E concreto, en las plantas 
-Fe0Mn este aumento fue del 44.6% con respecto a las plantas +Fe0Mn 
(Figura 24A). La incorporación de Mn al medio de cultivo no alteró la 
capacidad de acidificación de las plantas deficientes en hierro. Por el 
contrario, en las plantas a las que se suministró Fe, el tratamiento con Mn 
(+Fe250Mn) aumentó 1.2 veces la cantidad de protones excretados al medio 
con respecto a las plantas +Fe0Mn.  
 
4.5.9 Actividad FC-R en condiciones con o sin Mn 
La figura 24B muestra la actividad del enzima encargado de la 
reducción del ión férrico en las raíces de las plantas. Cuando las plantas 
fueron cultivadas en el medio de cultivo sin Mn, las plantas deficientes en 
Fe (-Fe0Mn) registraron 2.2 veces mayor actividad FC-R que las plantas 
nutridas con Fe (+Fe0Mn). La presencia de Mn incrementó la actividad FC-
R tanto en presencia como en ausencia de Fe. Las plantas de los 
tratamientos -Fe250Mn y +Fe250Mn mostraron una actividad 2.0 y 3.1 
veces superior, respectivamente, a la de sus controles sin Mn (-Fe0Mn y 
+Fe0Mn). 
 
4.5.10 Tasa de absorción de 57Fe en condiciones de con o sin Mn 
La figura 24C muestra la tasa de absorción de 57F de las células de 
la raíz de las plántulas cuando se someten a un tratamiento con 100 µM 
57FeEDDHA durante 20 minutos. Las plantas cultivadas en el medio 
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deficiente en Fe mostraron una tasa de absorción de 57Fe 1.3 veces superior 
a la encontrada en las plantas nutridas con Fe, con independencia del aporte 
de Mn. Sin embargo, la adición de Mn al medio (tratamientos +Fe250Mn y -
Fe250Mn) redujo considerablemente la tasa de absorción de 57Fe, 
experimentando ambos tratamientos una disminución de este parámetro 




En este experimento se ha estudiado la regulación del sistema de 
absorción de hierro en ausencia y presencia de elevadas concentraciones de 
Zn2+ y Mn2+, con objeto de obtener información sobre las interacciones 
entre estos iones en dicho proceso.  
La adición de Zn2+ o Mn2+ (100 ó 250 µM respectivamente) a un 
medio de cultivo "in vitro"  que contenía Fe (20 µM FeEDDHA) causó una 
reducción de las concentración de Fe en las raíces y en las hojas de plántulas 
de naranjo amargo con respecto a las cultivadas en el mismo medio 
desprovisto de Zn2+ y Mn2+. Este efecto parece indicar un antagonismo de 
estos iones sobre la absorción del Fe2+ por la raíz, que se sustentaría también 
en la inhibición del influjo de 57Fe por los iones Zn2+ y Mn2+, observada en 
los experimentos de absorción a corto plazo. Recípro amente, la presencia 
de Fe en el medio reduce los niveles de Zn y Mn en la planta.  
La mayor parte de los ensayos sobre nutrición con microelementos 
se refieren a la aplicación de diferentes dosis de fertilizantes que contienen 
los mismos, y, en ellos los antagonismos iónicos se a ocian a los 
incrementos y disminuciones relativas de sus concentraciones en los 
diferentes órganos de la planta. Así, algunos estudios, como los realizados 
Resultados y Discusión 
158 
sobre A. thaliana (Shanmugam et al., 2011), guisante (Cohen et al., 1998; 
soja (Foy et al., 1998; Izaguirre-Mayoral y Sinclair, 2005), maíz (Adiloglu, 
2006; Aref, 2011) detectaron una disminución de la concentración de Fe en 
presencia de concentraciones crecientes de otros microelementos. 
Asimismo, otros estudios mostraron que al aumentar el porte de fertilizante 
férrico se reducían las concentraciones de Zn o Mn en la planta (Fukao et 
al., 2011; Shanmugam et al., 2011; Ghasemi-Fasaei y Ronaghi, 2008; 
Kobraee et al., 2011), o bien que la deficiencia de Fe incrementaba l  
acumulación de otros micronutrientes (Welch et al., 1993; Rodecap et al., 
1994). 
Se han presentado evidencias indicando que el IRT1, localizado en la 
membrana plasmática de las células epidérmicas de la raíz (Eide et al., 
1996; Vert et al., 2002) constituye el principal transportador de Fe2+ al 
interior de la célula (Henriques et al., 2002), y aunque presenta una alta 
afinidad por este, también puede transportar otros iones metálicos bivalentes 
como el Zn2+, Mn2+, Cu2+, Ni2+ o Cd2+ (Korshunova et al., 1999). Esta 
propiedad del IRT1 también se confirma con los resultados obtenidos con 
mutantes de A thaliana, donde al anular la expresión del gen IRT1, se 
observó una reducción de los contenidos en Zn, Mn y Co, además del de Fe 
(Henriques et al., 2002; Vert et al., 2002). En relación con esto, se han 
identificado unos residuos críticos en los dominios transmembrana II y III 
de IRT1, que parecen determinar la selectividad del transportador por los 
iones Fe2+, Zn2+ y Mn2+.  Por consiguiente, es posible que estos iones en 
función de su concentración externa se unan al transportador en mayor o 
menor grado, llegando a causar la inhibición del transporte del Fe2+.  
Por otra parte, la deficiencia de hierro induce en las raíces de los 
cítricos las respuestas incluidas en lo que se denomina Estrategia I (Kim y 
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Guerinot, 2007) y que suponen un incremento de la capacidad de 
acidificación, reducción y transporte (Treeby y Uren, 1993; Manthey et al., 
1994). Por consiguiente, concentraciones suficientemente elevadas de Zn o 
Mn en el medio nutritivo inducen bajos niveles de hierro en los tejidos, que 
pueden llegar a provocar la activación de las respuestas del sistema de 
absorción de Fe en el sistema radicular tal como lo hace la deficiencia de Fe. 
Por ello, en el presente experimento, tanto la presencia de Zn2+ como de 
Mn2+ en un medio que contenía 20 µM FeEDDHA,  estimuló la expresión 
de los genes HA1, FRO2 e IRT1, lo cual puede asociarse  la disminución 
del Fe en las raíces. No obstante, en el caso de los genes FRO2 e IRT1 
también se detecto una fuerte estimulación de su actividad en las raíces de 
plantas cultivadas en un medio desprovisto de Fe, lo cual implica un efecto 
adicional de ambos microelementos sobre la expresión de estos genes. La 
actividad de la FC-R siguió la misma pauta que el gen FRO2. En apoyo de 
esto, diferentes estudios han mostrado que la carenci  de Zn o Mn disminuía 
la capacidad de reducción de Fe(III) en raíces deficientes en Fe, mientras 
que cuando se suministraba el ión correspondiente la actividad reductora se 
restauraba (Romera et al., 1997; Bohórquez et al., 2001). Por otra parte, 
también se ha demostrado la inducción del IRT1 por los micronutrientes en 
diversas especies, tales como A thaliana (Connolly et al., 2002; Shanmugam 
et al., 2011), guisante (Cohen et al., 2004) o arroz (Lee y An, 2009). 
Por tanto, nuestros resultados parecen indicar la existencia de dos 
efectos diferentes producidos por ambos iones. Por un lado está la 
inhibición de la absorción del Fe2+ por altos niveles de Zn2+ o Mn2+, que 
reduce la concentración de Fe en la raíz, con la consiguiente inducción de la 
expresión de los genes HA1, FRO2 e IRT1, y por otro el efecto estimulador 
de ambos sobre FRO2 e IRT1 en raíces a las que no s aporta hierro. El 
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hecho de que los genes FRO2 e IRT1 sean regulados de forma semejante 
por los microelementos apoya la posibilidad, planteda por Connolly et al. 
(2003), de que FRO2 e IRT1 formen un complejo que solo es estable 
cuando ambas proteínas están presentes simultáneamet  en la membrana. 
Por consiguiente, la inducción de FRO2 e IRT1 podría estar coordinada, ya 
que la reducción del Fe(III) proporciona el substrato para el transportador de 
Fe2+, con lo cual, ante condiciones de deficiencia de hierro, se activarían 
ambas respuestas simultáneamente para complementarse y f cilitar la rápida 
absorción de Fe cuando desaparezcan los factores qu limitan su 
adquisición. 
Parece posible que algunas de las interacciones entre l Fe y el Zn2+ 
o el Mn2+ en la raíz puedan ser explicadas por sus efectos en la actividad del 
transportador NRAMP3 localizado en el tonoplasto, donde desempeña una 
función en la liberación de algunos iones metálicos. A í, AtNRAMP3 
muestra afinidad con diferentes iones bivalentes, entre los que se encuentran 
el Zn2+ el Mn2+ y el Cd2+, además del Fe2+ (Thomine et al., 2000, 2003). La 
expresión del gen AtNRAMP3 es inducida por la defici n ia de Fe 
(Thomine et al., 2003), tal como sucede en nuestro estudio (Figuras 22 y 
24). 
La sobreexpresión de los genes IRT1 y FRO2, así como el 
incremento de la actividad FC-R en raíces de CC deficientes en Fe tratadas 
con altas concentraciones de Zn2+ o Mn2+ respecto a las raíces no tratadas 
con estos iones, podría deberse a la bajo-regulación del gen NRAMP3 por 
las elevadas concentraciones de ambos iones (Figuras 22 y 24). Este efecto, 
impediría la liberación del hierro desde el interior de la vacuola, al reducirse 
la actividad de su transportador en el tonoplasto, lo que, en condiciones de 
ausencia de Fe externo, provocaría la disminución de los niveles de Fe en el 
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citosol e induciría las respuestas génicas y fisiológ cas a la deficiencia de Fe 
anteriormente descritas. En apoyo de esto, Thomine et al., (2003), 
reportaron que en plantas de Arabidopsis que sobreexpresaban el gen 
AtNRAMP3, los niveles de expresión de los IRT1 y FRO2 eran más bajos, 
así como la actividad FC-R. 
Por otra parte, el gen HA1 parece regulado por los niveles de Fe en 
las raíces, ya que las condiciones de deficiencia de Fe inducen su expresión 
de forma similar en plantas no tratadas y tratadas con Zn2+ o Mn2+. Sin 
embargo, en las plantas alimentadas con Fe, los tratamientos con Zn2+ o 
Mn2+ incrementan significativamente la actividad de AH1, al mismo tiempo 
que reducían la concentración de Fe en las raíces. La extrusión de protones 
en las plantas tratadas con Mn siguió esta misma pauta, pero contrariamente 
la excreción de H+ aumentó notablemente con la deficiencia de zinc. Este 
comportamiento podría ser explicado por dos efectos relacionados con el 
Zn2+, sobre los que se ha informado previamente. Por un lado, Pinton et al. 
(1993), trabajando con vesículas aisladas observaron que la deficiencia de 
zinc alteraba los lípidos de la membrana plasmática, produciendo un 
aumento de su permeabilidad y un desacoplamiento en el gradiente de 
protones a través de la membrana. Otra posibilidad es que las altas 
concentraciones de Zn2+ libre inhiban la hidrólisis del ATP y del transporte 
del H+ a través del plasmalemma, como propusieron Kastrup et al. (1996). 
En esta línea, Bienfait et al. (1989) también detectaron una disminución de 
la extrusión de H+ con el tratamiento con Zn. 
En conclusión, el aporte de Zn2+ o Mn2+ al medio de cultivo inhibió 
la absorción de Fe por las raíces e indujo algunas de las respuestas a la 
deficiencia de hierro incluidas dentro de la Estrategia I, tanto a nivel génico 
(AH1, FRO2 e IRT) como enzimático (FC-R).  

































Las raíces de los cítricos responden a la deficiencia de Fe activando 
los componentes del sistema de absorción de este elemento descrito en 
plantas dicotiledóneas como “estrategia I”.  
 
 
1. La deficiencia de Fe estimula la expresión de los genes HA1, FRO2 
e IRT1 que codifican para los enzimas FC-R y H+-ATPasa y el 
transportador férrico, respectivamente; que regulan las respuestas de 
acidificación, reducción y transporte de Fe en las r íces de los 
cítricos ante una situación de déficit del elemento. 
 
2. La activación del enzima FC-R es determinante en el grado de 
tolerancia a la clorosis férrica existente entre dif rentes genotipos de 
cítricos. 
 
3. El aumento de la capacidad para almacenar hierro en el apoplasto de 
la raíz también está relacionado con la resistencia de las plantas de 
cítricos a la deficiencia de Fe. 
 
4. La deficiencia de Fe provoca la acumulación de ácidos orgánicos en 
el sistema radical de las plantas, principalmente citrato y malato. 
Estos compuestos son liberados al medio y al xilema, para facilitar la 
solubilización, reducción y transporte del Fe. 
 
5. La estimulación de la biosíntesis de ácidos orgánicos en cítricos bajo 
condiciones de clorosis férrica está regulada por la activación de los 
genes PEPC1, cMDH, FUM, mMDH y CS, que codifican para 
Conclusiones Finales 
166 
varios enzimas del ciclo de Krebs. Este hecho se confirma con la 
inducción de las correspondientes actividades enzimáticas. 
 
6. La deficiencia de Fe también estimula la expresión del gen DTC en 
cítricos que regula la actividad del transportador e ácidos di-
tricarboxílicos entre la mitocondria y el citosol.  
 
 
7. La presencia de bicarbonato en el medio induce clorosis férrica en 
las plantas de cítricos, reduciendo su crecimiento y alterando el 
aparato fotosintético de las hojas. Esto es debido a que el ión HCO3
- 
ejerce un efecto tampón sobre la acidificación del m dio que inhibe 
la absorción del hierro por las raíces, lo que se traduce en una 
reducción de la concentración de Fe en los órganos de la planta. 
Como resultado, las raíces de las plantas inducen las respuestas a la 
deficiencia de este elemento. 
 
8. Además, el bicarbonato dificulta el transporte del Fe desde las raíces 
a la parte aérea y también bloquea la movilización del Fe desde los 
cotiledones a la radícula en plántulas a las que no se les suministró 
Fe. Este último efecto podría deberse a la inhibición por el 
bicarbonato del transportador NRAMP, localizado en el tonoplasto y 
que regula la liberación del Fe vacuolar. 
 
9. La presencia de concentraciones relativamente elevadas de otros 
micronutrientes en el medio, como zinc y manganeso, reduce la 
absorción del Fe. Esto es debido a un efecto competitivo a nivel del 
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transporte a través de la membrana plasmática, ya que las respuestas 
a la deficiencia de hierro se activan al disminuir la entrada de Fe en 
las células radiculares. 
 
10. La reducción de la translocación del Fe de los cotiledones es debido 
al bloqueo de la actividad del transportador NRAMP de la vacuola.   
 
Finalmente, de los resultados expuestos en este trabajo se deduce 
que, todos los componentes del sistema de absorción de Fe están 
metabólicamente inter-correlacionados y, en condiciones de deficiencia de 
Fe, se estimulan las respuestas dirigidas a incrementar la movilización de Fe 
en la rizosfera y la capacidad de reducción del mismo por las raíces. La 
interacción de ambas respuestas potencia la absorción de Fe por el sistema 
radicular. El grado de tolerancia a la clorosis férrica está determinado por la 
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